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Das Immunsystem schützt den Organismus nicht nur vor körperfremden 
Pathogenen, wie Bakterien, Viren und Pilzen, sondern auch vor körpereigenen, 
potentiell gefährlichen Strukturen, die zu Tumoren oder Autoimmunerkrankungen 
führen können. Zu diesem Zweck wurden die verschiedenen Mechanismen der 
angeborenen und adaptiven Immunität entwickelt.  
Die angeborene Immunität beruht auf unspezifischen Abwehrmechanismen, die 
sofort oder innerhalb weniger Stunden nach Erscheinen eines Antigens im Körper 
wirken. Dazu gehören z. B. physikalische Barrieren wie die Haut, das 
Komplementsystem und phagozytierende Zellen.  
Die spezifische, adaptive Immunität zeichnet sich durch ihre Anpassungsfähigkeit 
gegenüber neuen oder veränderten Krankheitserregern aus. Neben 
antigenpräsentierenden Zellen (APC), wie Dendritischen Zellen, stellen zwei 
Gruppen von Zellen die wesentlichen Bestandteile des adaptiven Immunsystems dar: 
Zum einen die T-Lymphozyten, die eine Rolle in der zellgebundenen Immunität 
spielen und zum anderen die B-Lymphozyten, die über Antikörper die humorale 
Immunantwort vermitteln. 
T-Vorläuferzellen bilden sich im Knochenmark, von dort aus wandern sie in den 
Thymus, wo sie ausreifen. Reife T-Zellen werden aktiviert, indem sie mit ihrem 
membrangebundenen T-Zell-Rezeptor (TCR) antigene Peptide erkennen, die in 
Verbindung mit dem Haupthistokompabilitätskomplex (MHC) von APC präsentiert 
werden. Nach der Aktivierung differenzieren sich T-Zellen zu unterschiedlichen 
Effektorzellen aus. Zytotoxische T-Zellen erkennen und eliminieren erkrankte Zellen; 
T-Helferzellen stimulieren durch Zell-Zell-Kontakte und den von ihnen sezernierten 
Zytokinen andere Immunzellen und regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige 
Rolle in der T-Zell Toleranz gegenüber Selbst-Antigenen. T-Zellen sind also für die 
zellvermittelte Zytoxizität und die Steuerung der humoralen Immunantwort 
verantwortlich.  
B-Zellen, die ebenfalls im Knochenmark entstehen und dort aus pluripotenten 
Stammzellen zu naiven B-Zellen heranreifen, binden in gelöster, ungebundener Form 
vorliegende Antigene direkt mit Hilfe ihres membrangebundenen B-Zell-Rezeptors 
(BCR). B-Zellen können in einer T-Zell abhängigen und in einer T-Zell unabhängigen 
Weise aktiviert werden, was schließlich zur Bildung von Antikörpern durch B-Zellen 
führt. Die Mehrheit der Immunreaktionen sind T-Zell abhängige Reaktionen, bei 
                                                                                                                                                                  Einleitung 
11 
 
denen es zur Interaktion zwischen B- und T- Zelle und antigenpräsentierender Zelle 
kommt. Dies führt zur Entwicklung von B-Zellen zu Plasmazellen, die in der Lage 
sind, hochaffine Antikörpermoleküle zu sezernieren und zu Gedächtnis-B-Zellen. 
 
1.1 Die Entwicklung der B-Zellen 
B-Zellen entwickeln sich aus hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Dort 
durchlaufen die B-Zellen verschiedene Entwicklungsstufen, während derer sie ihre 
Antigenspezifität erhalten. Dies wird durch verschiedenste Differenzierungssignale 
aus der Mikroumgebung des Knochenmarks induziert.  
Im Knochenmark kommt es zur V(D)J-Rekombination, auch somatische 
Rekombination genannt, bei der es zur zufälligen Umlagerung von DNA-Abschnitten 
in den Genen der schweren und leichten Ketten der Antikörper kommt, um eine 
funktionsfähige variable Region (V-Region) der Antikörper zu erhalten. Die variablen 
Gensegmente setzen sich aus V und J Segmenten (V für variable und J für joining) 
für die leichten Ketten und zusätzlich dazu bei der schweren Kette aus D-Segmenten 
(D für diversity) zusammen.  
Für die V(D)J-Rekombination sind spezifische, die V-, D- und J-Segmente 
flankierende Sequenzen wichtig, die Rekombinations-Signal-Sequenz (RSS). Die 
RSS besteht aus sieben konservierten Nukleotiden (Heptamer) gefolgt von einem 12 
bp oder 23 bp Spacer, dem wiederum neun konservierte Nukleotide (Nonamer) 
folgen. Die RSS befinden sich am 3‘-Ende der V-Gensegmente, am 5‘-Ende der J-
Gensegmente und an beiden Enden der D-Gensegmente. Die Rekombination wird 
zwischen solchen Gensegmenten eingeleitet, bei denen sich eine RSS-Sequenz mit 
einem 23 bp Spacer einer RSS-Sequenz mit einem 12 bp Spacer gegenüber steht 
(12/23 Regel). Das Enzymsystem, das die V(D)J-Rekombination katalysiert, wird als 
V(D)J-Rekombinase bezeichnet. Hierzu zählen insbesondere die lymphozyten-
spezifischen Genprodukte RAG-1 und RAG-2 (Rekombination aktivierende Gene). 
Eingeleitet wird die DNA-Umlagerung durch die Bindung von RAG-1 und RAG-2 
an die Rekombinations-Signal-Sequenz und der Einführung eines DNA-
Doppelstrangbruchs direkt zwischen dem Heptamer der RSS und dem 
dazugehörigen Gensegment (McBlane et al., 1995). Die Enden der zwei 
rekombinierenden Gensegmente werden in einem Komplex nahe zusammen 
gebracht und die Enden werden geschlossen, wobei es zur Ausbildung einer 
Haarnadelstruktur kommt. Im nächsten Schritt wird die Haarnadelstruktur 
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endonukleolytisch durch einen Schnitt des Einzelstranges geöffnet. Dieser Schnitt ist 
variabel und führt meist zu kurzen palindromischen Sequenzen (P Nukleotide), die 
zur Diversität der variablen Region beitragen. Am freien 3‘-Ende des Einzelstranges 
werden durch das Enzym Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) nicht-
Keimbahn kodierte Nukleotide (N-Nukleotide) als weitere Modifikationen angehängt. 
Entsteht ein Bereich, in dem die Einzelstränge miteinander hybridisieren können, so 
werden die nicht gepaarten Nukleotide mit Hilfe einer Exonuklease abgebaut, die 
Lücke durch das DNA-Reparatursystem mit Nukleotiden aufgefüllt und mittels DNA-
Ligase geschlossen. Die DNA-Ligase ligiert ebenfalls den herausgetrennten DNA 
Abschnitt an den Heptamersequenzen zu einem Zirkel, der später aus der Zelle 
verloren geht.  
Neben RAG-1 und RAG-2 sind noch weitere DNA-modifizierende Enzyme 
beteiligt. Diese sind allgemein an der Reparatur und Modifikation von DNA beteiligt 
und werden ubiquitär exprimiert. Dazu gehören die DNA Ligase IV, DNA-abhängige 
Proteinkinase, Ku und Artemis (Ma et al., 2002). Durch die Modifikationen der 
verknüpften Enden der Gensegmente kann es passieren, dass das korrekte 
Leseraster verloren geht oder ein verfrühtes Stop-Kodon entsteht. Verläuft die 
Umlagerung der Gensegmente nicht produktiv, dann wird die Umlagerung auf dem 
zweiten Chromosom gestartet. Verläuft diese auch unproduktiv, so führt das zum 
Verlust der Zelle. 
Die Folge einer produktiven V(D)J-Rekombination ist, dass B-Zellen mit einem 
nicht autoreaktiven B-Zell-Rezeptor (BCR) bei Erreichen des unreifen Stadiums das 
Knochenmark verlassen und in der Peripherie die Entwicklung zum reifen oder 
naiven Stadium fortführen (Rajewsky, 1996). Diese ganze Entwicklung vollzieht sich 
in der Abwesenheit von jeglichem Kontakt mit fremdem Antigen. Trifft dann eine reife, 
antigen-unerfahrene B-Zelle in der T-Zellzone der lymphatischen Organe mit ihrem 
BCR auf ein passendes Antigen, wird diese durch Co-Stimulation der T-Helferzellen 
aktiviert. Diese B-Zellen entwickeln sich dann entweder zu kurzlebigen Antikörper-
sezernierenden Plasmablasten oder bilden durch intensive Proliferation und 
Einwanderung anderer Zellen sogenannte Keimzentren (Germinal Center GC).  
GCs formieren sich durch proliferierende B-Zellen in den Follikeln peripherer 
lymphatischer Gewebe, wie der Milz, den Lymphknoten, Peyer’sche Plaques und den 
Tonsillen. Naive B-Zellen wandern in die T-Zell-reichen Zonen und werden dort als 
Resultat ihrer Interaktion mit CD4+ T-Zellen und APCs aktiviert. Die Initiation der GC-
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Antwort benötigt die Interaktion verschiedener Co-stimulierenden B-Zell-Oberflächen 
Rezeptoren mit Liganden, die durch T-Zellen und/oder antigenpräsentierende Zellen 
exprimiert werden. Ein wichtiger Faktor dabei ist CD40, ein Faktor aus der Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptor Familie, der von allen B-Zellen exprimiert wird, und 
sein Ligand CD154, der von T-Helferzellen exprimiert wird. 
In den GC finden somatische Hypermutation (SHM) und Klassenwechsel (Class 
Switch Recombination CSR) statt, wodurch sich Antikörper-sezernierende 
Plasmazellen oder Gedächtnis-B-Zellen entwickeln (MacLennan, 1994).  
Die somatische Hypermutation (SHM) ist ein Prozess, der während einer 
Immunantwort in B-Zellen die variable Region der Immunglobuline (IgV) von 
rekombinierten Antikörpern modifiziert. SHM führt dazu, dass B-Zellen einen 
hochaffin bindenden BCR entwickeln und diese dann positiv selektioniert werden. 
SHM ist mit DNA-Strangbrüchen assoziiert (Bross et al., 2000; Papavasiliou and 
Schatz, 2000) und führt meist zum einzelnen Nukleotid-Austausch in der IgV Region; 
es können aber auch kleinere Deletionen und Duplikationen auftreten (Goossens et 
al., 1998). Die Mutationsrate liegt dabei bei 10-3 pro Base pro Generation (Wagner 
and Neuberger, 1996). SHM benötigt die Aktivität der Aktivierungs-induzierten 
Cytidin-Deaminase (AID) (Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000), einem Enzym, 
das die SHM initiiert, indem es Deoxycitidin-Reste der DNA desaminiert. Dadurch 
entstehen Uracil-Reste in einem der DNA-Stränge, die durch direkte Replikation oder 
durch die Uracil-DNA-Glykosylase unter Einführung von Mutationen beseitigt werden 
(Bransteitter et al., 2003; Chaudhuri et al., 2003; Dickerson et al., 2003).  
Die SHM ist transkriptionsabhängig und umfasst die Region ungefähr 2 kb 
stromabwärts des Transkriptionsstarts des Immunglobulin-Gens. Transitionen 
dominieren dabei über Transversionen, und es wurden sogenannte Mutations-„Hot-
Spots“ identifiziert, meist ein DGYW-Motiv; D steht dabei für Adenin (A), Guanin (G) 
oder Thymin (T), Y für Cytosin (C) oder Thymin und W für Adenin oder Thymin. Nur 
B-Zellen mit einem hochaffinen Antikörper-Rezeptor werden positiv selektioniert. B-
Zellen, bei denen die Affinität des Rezeptors durch die Mutationen vermindert wird 
oder sogar verloren geht, sterben durch Apoptose. 
SHM betrifft nicht nur die Antikörper-Gene, sondern kann auch in Nicht-Ig-Genen 
auftreten. Das bekannteste Beispiel ist das B-Cell-Lymphoma 6 (BCL6) Proto-
Onkogen, dessen 5‘-Regulatiorische Region in einer Fraktion von GC- und 
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Gedächtnis-B-Zellen mutiert ist, allerdings nur mit einem Zehntel der 
Mutationsfrequenz der IgV-Region (Pasqualucci et al., 1998; Shen et al., 1998). 
Ein Teil der GC-B-Zellen unterzieht sich der Klassenwechselrekombination. 
Dabei wird der Isotyp des exprimierten BCR gewechselt, was in einer Änderung der 
Effektorfunktion des Antikörpers resultiert, wobei die Spezifität des Antikörpers, die 
durch die rekombinierte V(D)J Region definiert wird, erhalten bleibt (Manis et al., 
2002). Durch den Klassenwechsel werden die von naiven B-Zellen ursprünglich 
exprimierten Immunglobuline (Ig) IgM und IgD durch IgG, IgA oder IgE ersetzt. 
Während des Klassenwechsels kommt es zu einer intrachromosomalen Deletion, bei 
der die konstante IgM Region durch eine der stromabwärts gelegenen konstanten 
Genregionen (C-Gene) ersetzt wird (Wuerffel et al., 1997; Schrader et al., 2005).  
Im Intron vor jeder konstanten Genregion (außer vor IgD) liegen konservierte, 
GC-reiche Regionen von 1 bis 10 kb Länge, die sogenannten Switch-Regionen. 
Während des Klassenwechsels kommt es zu Doppelstrangbrüchen in der Switch µ-
Region und in einer der Switch-Regionen, die mit einem der stromabwärts gelegenen 
konstanten Gene assoziiert ist. Das DNA Fragment zwischen den beiden Switch-
Regionen wird entfernt, und die Switch-Regionen werden so miteinander verknüpft, 
dass ein neues konstantes Gen stromabwärts der V(D)J-Kassette lokalisiert vorliegt. 
Die Reparatur der freien DNA-Enden geschieht durch nicht-homologe-
Endverknüpfung (NHEJ). Die für den NHEJ essentiellen Proteine Ku70, Ku80 und 
der Ligase-Komplex XRCC4-Ligase IV sind ebenfalls wichtig für den 
Klassenwechsel. Die Rekombination erfolgt hier im Gegensatz zur V(D)J-
Rekombination nicht an bestimmten Sequenzmotiven, sondern an palindromischen 
Bereichen, die verteilt in der Switch-Region vorliegen (Tashiro et al., 2001).  
Der Klassenwechsel ist abhängig von steriler Keimbahntranskription durch den 
Switch-Locus unter Kontrolle der stromaufwärts der konstanten Gene liegenden Ig-
Enhancer und Keimbahn-Promotoren (Jung et al., 1993; Zhang et al., 1993; Bottaro 
et al., 1998). Genauso wie für die SHM ist auch für den Klassenwechsel AID 
essentiell (Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000). Die Switch-Transkripte bilden 
Schleifen aus RNA-DNA-Hybriden, die AID den Zugang auf dem verdrängten Strang 
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1.2 Pathogenese maligner Lymphome 
Maligne Lymphome sind eine Gruppe von Erkrankungen des lymphatischen 
Systems. Zu diesem gehören Lymphknoten, Tonsillen, Milz und Knochenmark. Aber 
auch andere Organe können betroffen sein. Die Erkrankung beruht auf malignen 
Transformationen von lymphatischen Zellen unterschiedlicher Reifungs- und 
Differenzierungsstufen.  
Nach klinischen und histologischen Kriterien werden Lymphome in Hodgkin- (HL) 
und Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) unterteilt. Das HL ist gekennzeichnet durch den 
histologischen Nachweis von ein- und mehrkernigen Riesenzellen, den Hodgkin-
Reed-Sternberg-Zellen (HRS-Zellen). Alle anderen Lymphome, die nicht zu der 
Gruppe der HL gehören, werden unter dem Begriff NHL zusammen gefasst. Die 
Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterteilt NHLs weiterhin zwischen T-Zell-, NK-
Zell- und B-Zell-Lymphomen und unterscheidet bei den B- und T-Zell-Lymphomen 
noch zwischen denen, die aus Vorläufer-B- oder -T-Zellen hervorgehen, oder 
solchen, die aus reifen B- oder T-Zellen entstehen. Außerdem werden diese 
Lymphome noch anhand ihrer histologischen, immunologischen und genetischen 
Parameter in zahlreiche Subtypen unterteilt. Die Mehrheit aller Lymphome besitzt 
einen B-Zell-Ursprung.  
In der Pathogenese der Lymphome spielt das GC eine bedeutende Rolle. Das 
Vorkommen von somatischen Mutationen in den V-Regionen der Ig-Gene der B-Zell-
NHL (B-NHL), dient als Marker für GC oder Post-GC Ursprung der Tumorzellen 
(Klein and Dalla-Favera, 2008). Darüber hinaus weist das Auftreten intraklonaler 
Heterogenität in den Ig-Genen auf eine weiterhin aktive SHM-Maschinerie hin, was 
für die Abstammung von GC-B-Zellen spricht und dazu auf eine Transformation der 
Tumor-Ursprungszellen im GC hinweist.  
Die Keimzentrumsreaktion, die dem Organismus im Kampf gegen eindringende 
Mikroorganismen einen entscheidenden Vorteil bringt, birgt auch Risiken. So ist die 
Pathogenese von B-NHLs verbunden mit bestimmten genetischen Läsionen, wie 
chromosomalen Translokationen und aberrante SHM, die als Nebenprodukte der 
CSR oder SHM entstehen können. B-NHL werden oft durch chromosomale 
Translokationen charakterisiert, die den Ig-Locus betreffen und Bruchpunkte 
entweder in der Switch-Region oder in der Ziel-Region für SHM aufweisen (Küppers 
and Dalla-Favera, 2001; Küppers, 2005).  
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Die in B-NHL auftretenden Translokationen verursachen typischerweise die 
deregulierte Expression eines Proto-Onkogens, dadurch dass regulatorische 
Sequenzen vom heterologen Chromosom mit der intakten kodierenden Region des 
Zielgens verknüpft werden. Dies unterscheidet sich von dem, was man bei den 
meisten akuten Leukämien beobachten kann. Dort führen chromosomale 
Translokationen meist zu Fusionsgenen.  
Es gibt Hinweise darauf, dass AID, ein für den CSR und SHM essentielles 
Enzym, ein Proto-Onkogen ist. So wurde gezeigt, dass AID im Prinzip Genom-weit 
wirken kann (Wang et al., 2004). Eine Verbindung zwischen dem AID 
Transkriptionslevel und dem Ausmaß der pathologischen Aktivität von AID wurde bei 
Studien mit AID-heterozygoten Mäusen mit reduziertem AID-mRNA und –
Proteinlevel entdeckt, (McBride et al., 2008; Takizawa et al., 2008; Jiang et al., 
2009). Im Hintergrund des Klassenwechsels zeigten die AID+/- Lymphozyten eine 
beeinträchtigte Switch-Rekombination und eine Verminderung in der Frequenz der 
Mutationen und chromosomalen Brüche. Außerdem zeigte sich, dass die Kreuzung 
von AID defizienten Mäusen mit verschiedenen GC- und Post-GC-Lymphom-Maus-
Modellen dazu führte, dass das Auftreten von Lymphomen stark reduziert wurde. 
Darüber hinaus traten in den AID defizienten Mäusen die für Lymphom-Maus-
Modelle charakteristische IgH/c-Myc Translokation nicht auf (Ramiro et al., 2004; 
Pasqualucci et al., 2008). 
Eine Ausnahme zu den SHM- und CSR-verknüpften Translokationen 
repräsentieren die Ig/BCL2 chromosomale Translokation im Follikulären Lymphom 
und die Ig/BCL1 Translokation im Mantelzell-Lymphom. Hier entstanden die 
Translokationen als Nebenprodukt der V(D)J-Rekombination (Tsujimoto et al., 1988; 
Stamatopoulos et al., 1999; Lieber et al., 2006). Die Orte maligner Transformationen 
sind also nicht ausschließlich auf das GC beschränkt.  
SHM spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Lymphome, nicht nur 
aufgrund der Möglichkeit chromosomaler Translokationen, sondern auch weil sie 
nicht Ig-Gene betreffen kann (Pasqualucci et al., 2001). Diese sogenannte Aberrante 
Somatische Hypermutation (ASHM) führt Mutationen in die 5‘- regulatorische Region 
verschiedenste Gene ein, darunter auch bekannte Proto-Onkogene wie MYC, PIM1 
und BCL6. Oft kommt es dadurch zur deregulierten Expression dieser Gene 
(Pasqualucci et al., 2003). Zusätzlich führen Mutationen in der kodierenden Region 
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zu einem Aminosäureaustausch oder einem frühzeitigen Stop-Kodon, was die 
korrekte Funktion des Gens beeinflusst.  
Ein Merkmal der GC-Zellen ist ihre überdurchschnittlich schnelle 
Proliferationsrate. Der Durchlauf eines Zellzyklus dauert bei ihnen nur 6 - 12 Stunden 
(Allen et al., 2007). Diese starke Proliferation stellt ein Risiko für maligne 
Transformationen dar, denn die Reparatur von DNA-Schäden wird in GC-Zellen 
unterdrückt (Phan and Dalla-Favera, 2004). Diese kurzzeitige Toleranz gegenüber 
DNA-Schädigungen im GC wird den Zellen durch die Expression des 
keimzentrumspezifischen transkriptionellen Repressors BCL6 ermöglicht (Cattoretti 
et al., 1995; Allman et al., 1996). BCL6 supprimiert Apoptose und Zellzyklusarrest, 
indem es die Transkription von p53 direkt unterdrückt (Phan and Dalla-Favera, 
2004).  
Das BCL6 Gen wurde ursprünglich über seine Beteiligung an chromosomalen 
Translokationen in B-Zell Lymphomen entdeckt (Ye et al., 1993), was zu einer 
deregulierten, konstitutiven Expression von BCL6 führt. Die Konsequenz daraus ist, 
dass GC-Zellen in ihrer Differenzierung gestoppt werden und somit in ihrem 
proliferativen und DNA-Schädigungen tolerierendem Zustand bleiben, womit die 
Zellen weitere genetische Veränderungen ansammeln können, die zu einer 
Lymphomentwicklung führen.  
Andererseits sind GC-Zellen aber auch besonders anfällig für Apoptose. Sie 
exprimieren nicht den anti-apoptotischen Faktor BCL2, wohingegen viele 
proapoptotische Faktoren exprimiert werden (Klein et al., 2003). Dies erlaubt den 
Zellen eine schnelle Entfernung von B-Zellen mit einem Nicht-bindenden Antikörper. 
In-vivo wurde gezeigt, dass GC-Zellen durch CD40 Stimulation vor dem Zelltod 
bewahrt werden können (Liu et al., 1989). CD40 Stimulation führt zur Aktivierung des 
NF-κB Komplexes, der unter anderem die Expression zahlreicher anti-apoptotischer 
Gene kontrolliert (Hayden and Ghosh, 2008). Es hat sich gezeigt, dass die 
konstitiutive Ausprägung von NF-κB eine pathologische Besonderheit vieler 
Lymphome ist. 
Die NF-κB-Signalgebung wird unterschieden in den „klassischen“ und dem 
„alternativen“ Signalweg. Die NF-κB Transkriptionsfaktoren sind Homo- und 
Heterodimere aus fünf verschiedenen Proteinen (c-Rel, p50, p52, RelB, p65/RelA). In 
unstimulierten Zellen liegen die Dimere im Zytoplasma an Inhibitoren, den IκBs, 
gebunden vor. Nach Stimulation der Zellen durch den BCR oder Tumor-
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Nekrosefaktor-Rezeptor-Familienmitglieder (TNF), wie z. B. CD40, kommt es zur 
Aktivierung des IκB-Kinase-Komplexes (IKK), was zur Phosphorylierung und 
Degradierung der IκBs führt. Die nun freien NF-κB-Dimere wandern in den Kern, wo 
sie die Transkription zahlreicher Zielgene initiieren (Abbildung 1). 
Im „klassischen“ Signalweg phosphoryliert IκB Kinase β (IKKβ) den Inhibitor IκBα 
und reguliert hauptsächlich die p50/p65 und die p50/c-Rel Dimere. Im „alternativen“ 
Signalweg phosphoryliert IKKα den Vorläufer der p52-Untereinheit p100 und reguliert 
damit die p52/RelB Dimere. 
NF-κB-Aktivität bietet Tumorzellen einen Selektionsvorteil, da dieser Signalweg 
zur Blockade von Apoptose führt. Die Unterdrückung dieses Signalweges wird 
deshalb als vielversprechender Therapieansatz gesehen (Packham, 2008).  
 
 
Abbildung 1: Vereinfachtes Schema des NF-κB-Signalweges. 
Abgebildet ist die Regulation des NF-kB-Signalweges im klassischen und alternativen Weg am 
Beispiel des Tumornekrosefamilie-Rezeptor (TNF-R) und CD40. Im klassischen Weg bildet sich bei 
Aktivierung des TNF-R durch TNF am Rezeptor ein Komplex aus TRAF2, TRADD und RIP. Dies führt 
zur Aktivierung von TRAF2 und dadurch zur Aktivierung des NEMO-IKKα-IKKβ-Komplexes. Dieser 
Komplex phosphoryliert IκBα, das daraufhin proteasomal degradiert wird. Dadurch werden die NF-κB- 
Heterodimere p50/p65 freigesetzt, die in den Kern wandern und dort die Ausprägung ihrer Zielgene 
aktivieren. Im alternativen Signalweg wird IKKα nach Phosphorylierung durch NIK aktiviert und 
phosphoryliert wiederum p100. Dieses wird partiell zu p52 degradiert, das als Dimer mit RelB in den 
Zellkern wandert und verschiedene Zielgene aktiviert. Gezeigt sind auch die Inhibitoren von NF-κB: 
A20, CYLD und TRAF3. A20 inhibiert RIP und beschleunigt seine Degradation. Es hemmt nicht nur 
NF-κB-Aktivierung über TNF-R sondern auch CD40-vermittelteAktivität. CYLD hemmt TRAF2 und 
TRAF3 wirkt als negativer Regulator von NIK.   
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1.3 B-Zell-Non-Hodgkin Lymphome  
Als NHL werden alle malignen Lymphome zusammengefasst, bei denen es sich nicht 
um ein Hodgkin Lymphom handelt. Zu den am weitesten verbreiteten NHL gehören 
das Diffus-großzellige-B-Zell-Lymphom, was etwa 30% aller Lymphome ausmacht, 
das Follikuläre Lymphom (22%), die B-Zell-Chronische lymphozytische Leukämie 
(7%), das Mantel-Zell-Lymphom (6%) und das Burkitt-Lymphom, das vor allem bei 
Kindern und jungen Erwachsenen auftritt und dort fast 35% der Lymphome 
ausmacht. (Fisher, 2003). 
 
1.3.1 Das Diffus-großzellige-B-Zell-Lymphom  
Das Diffus-großzellige-B-Zell-Lymphom (DLBCL) zählt zu den aggressiven 
Lymphomen und ist der am weitesten verbreitete Typ der NHL. Es repräsentiert 
ungefähr ein Drittel aller NHL weltweit (The-Non-Hodgkin's-Lymphoma-Classification-
Project, 1997), wobei Männer häufiger betroffen sind als Frauen. Als Therapie wird 
eine Kombination verschiedener Chemotherapeutika (Cyclophosphamid, 
Doxorubicin, Vincristin und Prednison) plus Rituximab, einem monoklonaren 
Antikörper gegen CD20-positive Zellen, eingesetzt, was in ungefähr 50% der Fälle zu 
einer Heilung führt (Lenz and Staudt, 2010). 
Die Tumorzellen im DLBCL sind oft dreimal so groß wie normale Lymphozyten. 
Es werden verschiedene morphologische Varianten unterschieden. Im 
Zentroblastischen Typ (80% der Fälle) besitzt der Tumor Zellen, die an 
proliferierende GC-Zellen erinnern. Der Immunoblastische Typ (ungefähr 10% der 
Fälle) hat mehr als 90% Immunoblasten. Im Anaplastischen Typ sind die Zellen 
morphologisch ähnlich zu denen im anaplastisch großzelligen T-Zell Lymphom. Das 
Plasmablastische DLBCL betrifft häufig HIV-positive Patienten. 
Das DLBCL ist ein klinisch und biologisch heterogenes Lymphom. Die 
molekulare Pathogenese des DLBCL ist komplex und verschiedene Mechanismen 
der genetischen Läsionen sind daran beteiligt, wie chromosomale Translokationen, 
ASHM, Genamplifikationen und Deletionen. 
Durch Genexpressionsanalysen konnte das DLBCL unabhängig von der 
Histologie in zwei Subtypen unterteilt werden: Den ABC (activated B-cell) -Typ und 
den GCB (germinal center B-cell) -Typ (Alizadeh et al., 2000; Rosenwald et al., 2002; 
Rosenwald et al., 2003; Wright et al., 2003). Diese Subtypen unterscheiden sich in 
der Expression tausender Gene und entstehen aus B-Zellen, die sich in 
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unterschiedlichen Differenzierungsstadien befinden. Rosenwald et al. unterschied 
zusätzlich zum GCB- und ABC-Typ noch die unklassifizierte Risikogruppe Typ 3, der 
kein Gen-Set zugeordnet werden konnte (Rosenwald et al., 2002). Der GCB-Typ 
exprimiert vor allem Gene, die charakteristisch für GC-B-Zellen sind und der ABC-
Typ exprimiert Gene, die typisch für in vitro aktivierte periphere B-Zellen sind. 
Patienten mit einem GCB-Typ haben eine signifikant bessere Prognose. 
Die DLBCL-Typen stammen nicht nur von unterschiedlichen 
Differenzierungsstadien der B-Zellen ab, sondern zeigen auch verschiedene 
Mechanismen der malignen Transformation. So wurde die Ig/BCL2 Translokation und 
die Amplifikation des c-rel Locus ausschließlich im GCB-Typ gefunden (Huang et al., 
2002; Iqbal et al., 2004), dagegen findet sich eine konstitutive Aktivität von NF-κB 
ausschließlich im ABC-DLBCL (Davis et al., 2001). Die konstitutive Aktivität des NF-
κB-Signalweges führt zur Expression des Transkriptionsfaktor IRF4 in den ABC-
Lymphomen, was die Zellen in Richtung Plasmazell-Differenzierung treibt (Davis et 
al., 2001; Lam et al., 2005), allerdings besitzen sie auch weitere genetische 
Läsionen, die eine vollständige Differenzierung zu Plasmazellen blockieren 
(Pasqualucci et al., 2006; Iqbal et al., 2007). 
Beide DLBCL-Typen zeigen somatische Mutationen in der variablen Region der 
Ig-Gene, wobei GCB-DLBCL aktive SHM zeigt (Lossos et al., 2000). 
Die chromosomale Translokation von 3q27, dem Locus des BCL6 Gens, ist die 
häufigste und charakteristischste genetische Anomalität und tritt in 30 - 40% der 
DLBCL auf (Lo Coco et al., 1994). BCL6 Translokationen wurden interessanterweise 
hauptsächlich im ABC-Typ gefunden (Iqbal et al., 2007). Die Genausprägung 
dagegen beschränkt sich auf den GCB-Typ. Die Translokationen treten üblicherweise 
in der hoch konservierten regulatorischen Region des BCL6 Gens auf, der 
Hauptbruchpunktregion (MBR). Dieser Bereich deckt den Promotor, das erste nicht-
kodierende Exon und die 5‘-Region des ersten Introns ab (Akasaka et al., 2000). Die 
Folge der Translokation ist deshalb Promotor-Substitution. Die Partner der BCL6 
chromosomalen Translokation sind meistens die Ig-Gene auf Chromosom 14q32, 
2p12 und 22q11, es wurden aber auch schon weitere Chromosomen als Partner 
identifiziert (Akasaka et al., 2000). 
In über 50% der DLBCL kommt es zu ASH von Proto-Onkognen wie c-MYC, 
PIM1, PAX5 und RhoH/TTF, die eine Rolle bei der Zellproliferation, Differenzierung 
und Signaltransduktion spielen (Pasqualucci et al., 2001). Außerdem wurden vor 
                                                                                                                                                                  Einleitung 
21 
 
kurzem in fast 50% der DLBCL-Fälle Mutationen und Deletionen im 
Tumorsupressorgen A20 gezeigt (Compagno et al., 2009; Honma et al., 2009). 
DLBCLs besitzen eine große Varianz an Translokationen, chromosomalen 
Deletionen und Zugewinnen, bei denen die Zielgene, die in die Pathogenese dieses 
Lymphoms involviert sind, bis heute noch nicht identifiziert wurden. 
Das primäre mediastinale B-Zell-Lymphom (PMBL) macht etwa 5% aller 
aggressiven Lymphome aus und wird als spezifischer Subtyp den DLBCL 
zugerechnet. Die globalen Expressionsstudien dieses Lymphoms weisen auf eine 
Ähnlichkeit zur ABC-Untergruppe hin. Noch größere Ähnlichkeit hat das PMBL 
jedoch zum HL (Rosenwald et al., 2003; Savage et al., 2003). Über ein Drittel der 
Gene, die PMBL von DLBCL unterscheiden, sind ebenfalls in HL exprimiert.  
Der NF-κB-Signalweg ist im PMBL genauso konstitutiv aktiv wie in ABC-DLBCL 
und HL und der Tumorsuppressor A20 scheint auch hierbei von großer Bedeutung 
zu sein (Schmitz et al., 2009a). Im Gegensatz zu den anderen DLBCL Untergruppen 
ist für das PMBL die Amplifikation des REL-Onkogen auf Chromosom 9p und die 
Überexpression des MAL Gen auf Chromosom 2p charakteristisch (Copie-Bergman 
et al., 1999; Weniger et al., 2007).  
 
1.3.2 Das Follikuläre Lymphom 
Das Follikuläre Lymphom (FL) ist der zweithäufigste Typ von NHLs in der westlichen 
Welt. Es gehört zu den indolenten (langsam wachsenden) Lymphomen. In einem 
Drittel der Fälle kann es sich aber zu einem aggressiven Lymphom (z. B. DLBCL) 
transformieren (Bende et al., 2007). Die variablen Regionen der Immunglobuline 
zeigen somatische Mutationen und weisen durch intraklonale Diversität eine aktive 
SHM auf, somit stammt das FL von GC-B-Zellen ab (Bahler and Levy, 1992). 
Das initiierende transformierende Ereignis ist in mehr als 80% der Fälle eine 
t(14;18)-Translokation, die typischerweise während einer fehlerhaften V(D)J-
Umlagerung entsteht. Durch die Translokation gelangt das BCL2-Gen unter die 
Kontrolle der Ig-Enhancer und wird dadurch konstitutiv exprimiert (Bende et al., 
2007). Die deregulierte Expression des BCL2-Gens im GC trägt durch die Aufhebung 
vieler apoptotischer Signalwege wahrscheinlich zum Überleben der FL-Vorläuferzelle 
bei (Vaux et al., 1988; McDonnell et al., 1989; Yang and Korsmeyer, 1996). Versuche 
in transgenen Mäusen zeigten, dass die konstitutive Expression von BCL2 zwar nötig 
aber nicht alleine für die Entstehung von follikulären Lymphomen verantwortlich ist 
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(McDonnell et al., 1989; Strasser et al., 1990; McDonnell and Korsmeyer, 1991; 
Strasser et al., 1993). Ein weiteres transformierendes Ereignis ist bislang nicht 
bekannt.  
 
1.3.3 Die B-Zell-chronische lymphozytische Leukämie 
Die B-Zell-chronische lymphozytische Leukämie (CLL) ist in der westlichen Welt die 
am häufigsten vorkommende Leukämieform und tritt vor allem im höheren 
Lebensalter auf. Die CLL ist charakterisiert durch die Ansammlung von CD5+ B-
Zellen mit einem reifen Erscheinungsbild in Blut, Knochenmark, Lymphknoten oder 
anderen lymphatischen Organen (Zenz et al.). 
CLL tritt in zwei Untergruppen auf, die aufgrund des Auftretens von Mutationen in 
den variablen Regionen der Immunglobuline unterschieden werden (Schroeder and 
Dighiero, 1994). Patienten mit unmutierten IgV-Genen weisen eine schlechtere 
Prognose auf als Patienten mit mutierten Genen (Damle et al., 1999). Ein weiterer 
wichtiger negativer Prognosefaktor ist die Expression der Proteintyrosinkinase ZAP-
70, die eine wichtige Rolle im T-Zellrezeptor-Signalweg spielt. ZAP-70 wird 
ausschließlich in der unmutierten CLL Untergruppe exprimiert (Rosenwald et al., 
2001; Crespo et al., 2003). 
In vielen Fällen der CLL zeigt sich eine Deletion in der chromosomalen Region 
13q14, diese umfaßt den Genlocus der microRNAs miR-15a/16-1, deren Ausprägung 
in der Mehrzahl der CLL-Fälle fehlt (Calin et al., 2002). Diese microRNAs spielen 
eine Rolle bei der Ausprägung des BCL2-Gens (Cimmino et al., 2005). 
Für das Überleben und das Wachstum der CLL-Zellen scheint die NF-κB-
Aktivität und der Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) -Signalweg eine 
entscheidende Rolle zu spielen (Cuni et al., 2004). 
  
1.3.4 Das Mantelzell-Lymphom 
Das Mantelzell-Lymphom (MCL) macht ungefähr 6% aller B-NHLs aus. Die 
Tumorzellen des MCL leiten sich von den Zellen der Mantelzone eines 
Keimzentrums ab. Es gilt als eines der aggressivsten B-NHL, die Heilungsraten sind 
sehr niedrig. Das genetische Markenzeichen der MCL ist die Ig-assoziierte 
Translokation des BCL1-Gens, die in so gut wie allen Fällen der MCL auftritt und im 
weiteren Verlauf zur Überexpression des Cyclin D1 (Synonym für BCL1) führt 
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(Motokura et al., 1991; Bosch et al., 1994; de Boer et al., 1995), welches eine 
wichtige Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus spielt.  
 
1.3.5 Das Burkitt Lymphom 
Das Burkitt Lymphom (BL) gehört zu den aggressiven Lymphomen und wird von der 
WHO in drei klinische Varianten unterteilt: Das endemische BL, das sporadische BL 
und das humane immundefiziente Virus (HIV)-assoziierte BL.  
Das endemische BL tritt meist in Afrika bei Kindern und jungen Erwachsenen auf 
und ist in mehr als 95% der Fälle mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) assoziiert (Kutok 
and Wang, 2006). Das sporadische BL tritt hauptsächlich in den Vereinigten Staaten 
und Westeuropa auf (Harris et al., 1994). Das HIV-BL betrifft HIV-infizierte Personen. 
Anders als bei dem endemischen BL sind nur einige Fälle des sporadischen und 
des HIV-assoziierten BL mit EBV assoziiert.  
Die Expression von CD10 und BCL6 zeigen den GC-Ursprung des BL (Hecht 
and Aster, 2000). Dies wird noch bestätigt durch Sequenzanalysen der variablen Ig-
Gene im endemischen, sporadischen und HIV-assoziierten BL, bei der somatische 
Mutationen der Ig-Gene, teilweise sogar noch aktive SHM, nachgewiesen werden 
konnten (Chapman et al., 1998). Das BL ist einer der am schnellsten wachsenden 
Tumore und hat eine außerordentlich hohe Zellteilungsrate. 
Alle BL weisen die chromosomale Translokation des MYC-Gens auf Chromosom 
8 unter Beteiligung der Ig-Gene auf (Hummel et al., 2006). Die Translokation führt zu 
einer Deregulation des MYC-Gens. Neben der Translokation des MYC-Gens wurden 
auch in 40% der BL Mutationen des TP53-Gens beschrieben (Gaidano et al., 1991; 
Ichikawa et al., 1993). 
 
1.4 Das Hodgkin Lymphom 
Das HL ist das am häufigsten vorkommende Lymphom in der westlichen Welt und 
betrifft vor allem junge Erwachsene.  
Aufgrund morphologischer und immunophenotypischer Kriterien kann man das 
nodulär Lymphozyten-prädominante HL (NLPHL), das in etwa 5% der Fälle vorliegt, 
von dem cHL (95% der Fälle) unterscheiden. In über 40% der cHL-Fälle sind die 
Zellen mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) infiziert (Kutok and Wang, 2006).  
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Nach der WHO Klassifikation werden vier Untergruppen des cHL nach Phänotyp 
der Zellen und dem histologischen Bild unterschieden: nodulär sklerotisierendes HL, 
gemischtzelliges HL, lymphozytenreiches HL und lymphozytenarmes HL. 
cHL ist charakterisiert durch das Auftreten von großen multinukleären HRS -
Zellen und NLPHL durch LP-Zellen. Diese Zellen repräsentieren meist nur 1% der 
Tumormasse, während die Mehrheit der restlichen Zellen aus T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten Plasmazellen, Eosinophilen, Makrophagen, Neutrophilen und 
Mastzellen besteht (Weiss et al., 2007). 
Aufgrund des komplexen Immunophänotyps und der Seltenheit der Zellen war 
der Ursprung der HL Zellen lange Zeit unbekannt. Durch Einzelzellanalysen der 
variablen Immunoglobulingene (IgV) von HRS und LP-Zellen konnten klonale IgV-
Genrekombinationen gezeigt werden und somit der B-Zell Ursprung der Tumorzellen 
demonstriert werden (Küppers et al., 1994; Kanzler et al., 1996; Braeuninger et al., 
1997; Marafioti et al., 1997; Marafioti et al., 2000). So gut wie alle Fälle des cHL und 
NLPHL zeigten somatisch mutierte V-Gene, was auf einen post-GC-Ursprung 
schließen läßt. Durch den Nachweis einer aktiven somatischen Hypermutation in 
NLPHL konnte der direkte Ursprung der LP-Zellen aus GC-B-Zellen gezeigt werden 
(Küppers et al., 1994; Braeuninger et al., 1997; Marafioti et al., 1997).  
In HRS-Zellen wurden in einem Viertel der Fälle inaktivierende Mutationen in den 
IgV-Genen, wie Stop-Kodons, Deletionen oder Insertionen nachgewiesen. 
Deletionen und Insertionen führen zu einer Verschiebung des Leserasters und damit 
zur Funktionsunfähigkeit des IgV-Gens (Braeuninger et al., 2006). B-Zellen, die ihre 
Ausprägung des BCR verlieren, werden normalerweise durch Apoptose eliminiert. 
Die Identifikation von destruktiven Mutationen in den HRS-Zellen deutet deshalb 
darauf hin, dass sie von prä-apoptotischen GC-B-Zellen abstammen (Kanzler et al., 
1996; Lam et al., 1997; Braeuninger et al., 2006).  
In einigen selteneren Fällen (2%) haben HRS-Zellen einen T-Zell Ursprung 
(Muschen et al., 2000; Seitz et al., 2000). 
Auch wenn HRS-Zellen von B-Zellen abstammen, prägen HRS-Zellen kaum B-
Zell spezifische Proteine aus (Schwering et al., 2003). Es fehlen zahlreiche B-Zell-
spezifische Transkriptionsfaktoren wie z:B. Pu.1, Oct-2 und BOB1 (Jundt et al., 
2002b). Dafür werden Proteine anderer Zelllinien aberrant exprimiert, wie z. B. 
Notch1 (Jundt et al., 2002a; Jundt et al., 2008). Notch1 ist essentiell für die T-Zell 
Entwicklung und unterdrückt die B-Zell-Entwicklung (Radtke et al., 2004). Da B-
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Zellen ohne funktionsfähigen BCR durch Apoptose eliminiert werden, ist der Verlust 
der B-Zell spezifischen Genexpression sicherlich von Vorteil für die BCR-losen 
Vorläuferzellen der HRS-Zellen.  
Konstitutive Ausprägung des NF-κB Signalweges spielt eine wichtige Rolle in der 
Pathogenese und dem Überleben der HRS-Zellen (Bargou et al., 1997; Izban et al., 
2001). Auch die LP-Zellen des NLPHL zeigen Ausprägung von vielen Zielgenen des 
NF-κB-Signalweges ((Brune et al., 2008).  
Verschiedene NF-κB aktivierende Rezeptoren, wie CD40, CD30 und RANK, 
werden von HRS-Zellen exprimiert, während ihre Liganden durch andere Zellen des 
Tumorinfiltrats exprimiert werden (Carbone et al., 1995b; Carbone et al., 1995a; 
Fiumara et al., 2001; Horie et al., 2002b). In EBV-positiven Fällen kann ein vom EBV 
exprimiertes Protein (LMP1) ebenfalls zur NF-κB Aktivierung beitragen, indem es den 
CD40 Rezeptor imitiert (Gires et al., 1997; Kieser et al., 1997). 
Ein weiterer aktiver Signalweg in HRS-Zellen stellt der JAK/STAT-Signalweg dar. 
Konstitutive Ausprägung von STAT-Proteinen, wie STAT3, STAT5 und STAT6 
wurden in HRS-Zellen nachgewiesen (Kube et al., 2001; Skinnider et al., 2002). 
Zytokinsignale führen zur Aktivierung der Januskinasen (JAK), welche wiederum 
STAT-Proteine phosphorylieren. Diese dimerisieren, wandern in den Zellkern und 
aktivieren die Transkription ihrer Zielgene (O'Shea and Murray, 2008). 
HRS-Zellen zeigen chromosomale Anomalitäten in allen Fällen des cHL (Weber-
Matthiesen et al., 1995). Dies zeigt die große chromosomale Instabilität der HRS-
Zellen. Allerdings finden sich auch wiederkehrende chromosomale Aberrationen, wie 
der Zugewinn von Chromosom 2p in fast 50% der HL, was den Bereich des NF-κB 
Gens c-Rel umfaßt (Joos et al., 2002; Martin-Subero et al., 2002). Ebenfalls wurden 
inaktivierende Mutationen in den IκBα− und den IκBε-Genen gefunden (Cabannes et 
al., 1999; Emmerich et al., 1999; Jungnickel et al., 2000; Emmerich et al., 2003). 
Außerdem konnten vor kurzem inaktivierende Mutationen des Tumorsuppressors 
A20 in 44% der cHL-Fälle nachgewiesen werden (Schmitz et al., 2009a), was 
sicherlich zu einem beträchtlichen Anteil zur konstitutiven Ausprägung des NF-κB 
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 
Obwohl seit der Erstbeschreibung der verschiedenen NHLs und des HL zahlreiche 
wissenschaftliche Untersuchungen zu einem weiten Verständnis über die 
Pathogenese der Lymphome geführt haben, sind noch längst nicht alle 
transformierenden Ereignisse bekannt oder ausreichend geklärt.  
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, weitere genetische Läsionen zu 
identifizieren und zu charakterisieren, die an der Transformation verschiedener NHL 
und der HRS-Zellen beteiligt sind. 
Ig-assoziierte Translokationen stellen entscheidende transformierende 
Ereignisse in vielen B-NHL dar (Willis und Dyer, 2000; Küppers und Dalla-Favera, 
2001). So sind die Ig/BCL1-Translokation ein Kennzeichen fast aller Mantelzell-
Lymphome und c-MYC-Translokationen charakterisieren das endemische BL. 
So sind viele Onkogene durch ihre Beteiligung an Ig-assoziierten 
Translokationen identifiziert worden. Auch jetzt noch werden neue Gene identifiziert, 
die an der Pathogenese der B-NHL beteiligt sind. 
Das MYC Proto-Onkogen gilt als eines der am häufigsten aktivierten Onkogen 
(Nesbit et al., 1999) c-Myc spielt eine Rolle bei vielen Aspekten der zellulären 
Homöostase und die Aktivität dieses Gens ist normalerweise stark reguliert. Diese 
Kontrolle wird aber z. B. im BL durch die Ig/c-MYC-Translokation überwunden. Im 
Rahmen des Verbundes „Molekulare Mechanismen maligner Lymphome“ (MMML) 
wurden einige BL-Fälle identifiziert, die MYC-Translokationen mit unbekanntem 
Partnergen aufwiesen.  
Deshalb wurden Translokationen in einer größeren Anzahl von B-NHL-
Primärfällen mit Hilfe geeigneter sensitiver PCR-Techniken, wie der LDI-PCR, auf 
neue Gene hin untersucht, die bei der Lymphompathogenese eine potentielle Rolle 
spielen. 
Da nicht nur Translokationen, sondern auch Genmutationen eine wichtige Rolle 
in der Pathogenese von NHL und HL haben, wurde untersucht, ob in HL-Zelllinien 
und cHL-Primärfällen Mutationen im TRAF3-Gen für die konstitutive Ausprägung des 
NF-κB-Signalweges im cHL von großer Bedeutung sind. 
Weiterhin wurde vor kurzem durch Mutationsanalysen im TNFAIP3-Gen gezeigt, 
dass dieses Gen ein bedeutender Tumorsuppressor in einem Teil der DLBCL, dem 
primären mediastinalem B-Zell-Lymphom (PMBL), dem Lymphom des mukosa-
assoziierten lymphatischen Gewebes (MALT-Lymphom) und im cHL ist (Compagno 
                                                                                                                                                                  Einleitung 
27 
 
et al., 2009; Honma et al., 2009; Kato et al., 2009; Novak et al., 2009; Schmitz et al., 
2009a; Chanudet et al., 2010). Dadurch war es von großem Interesse, ob ebenfalls 
in der B-Zell-chronischen lymphozytischen Leukämie (CLL) inaktivierende 
Mutationen im TNFAIP3 Gen vorliegen, die dazu führen, dass in einem großen Teil 
der CLL-Fälle der NF-κB-Signalweg konstitutiv aktiv ist (Furman et al., 2000; Cuni et 
al.,2004)
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Die Gewinnung von DNA aus Geweben und Zellmengen zwischen 250 – 1x106 
Zellen wurde nach dem Prinzip der Protein-Aussalzung und Alkohol-Fällung mit dem 
Gentra Pure Gene Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgeführt. 
 
2.1.2 DNA-Konzentrationsbestimmung 
Die Konzentration der DNA wurde anhand der Absorption bei 260 nm mit einem UV-
Spektrometer bestimmt. Hierzu wurde eine 1:100 Verdünnung der DNA-Lösung 
hergestellt und gegen TE-Puffer gemessen. Zur Beurteilung des Reinheitsgrades der 
DNA wurde der Quotient aus der Absorption von 260 nm und der Absorption von  
280 nm herangezogen. Ein Quotient zwischen 1,8 und 2,0 spricht für eine hohe 
Reinheit der DNA. Die Konzentration der DNA wurde aus der gemessenen 
Absorption nach dem Lambert Beer Gesetz bestimmt, nach welchem eine Absorption 
von 1 einer DNA-Konzentration von 50 µg/ml entspricht: 
A = c * d * ε 
A: Absorption, c: DNA-Konzentration, d: Schichtdicke der Küvette (1 cm), ε: 
Extinktionskoeffizient doppelsträngiger DNA bei 260 nm. 
  
2.1.3 Langstrecken-Inverse-(LDI)-PCR zur Analyse von IgH- und c-Myc-
assoziierten Translokationen 
Die LDI-PCR bietet eine elegante Möglichkeit, um Translokationen zu amplifizieren, 
bei denen eine unbekannte Sequenz mit einer bekannten Sequenz verknüpft wurde. 
Das Prinzip der LDI-PCR beruht auf der endonukleatischen Restriktion des 
genomischen Fragmentes, das den Translokationsbruchpunkt enthält, und der 
anschließenden Ligation des Fragmentes zu einem Zirkel mit Hilfe einer DNA-Ligase. 
Die Ligation erfolgt mit einer geringen Konzentration an DNA, um die Bildung eines 
Zirkels gegenüber der Ligation zweier verschiedener Fragmente zu bevorzugen. Mit 
Hilfe eines Primerpaares, das in entgegengesetzter Richtung auf der bekannten 
Sequenz bindet, wird ein PCR-Produkt amplifiziert, welches das unbekannte 
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Translokationsprodukt enthält, das von der bekannten Sequenz auf beiden Seiten 
flankiert wird.  
Für die LDI-PCR zur Analyse von IgH- und c-Myc-assoziierten Translokationen 
wurde eine DNA-Menge von 0,75 ng – 10 ng eingesetzt. Als Restriktionsenzyme für 
die JH-LDI-PCR dienten HindIII, PaeI, MunI und XbaI; für die Sµ-LDI-PCR HindIII, 
PaeI, BglII und MunI; für die Sγ-LDI-PCR HindIII, PaeI, Mph1103I und Bsp1407I und 
für die Sα-LDI-PCR VspI, HindIII, NdeI und KpnI. Für die Sγ-LDI-PCR wurde eine 
zusätzliche Restriktion mit PscI durchgeführt, um sogenannte Keimbahn-
Nebenprodukte auszuschließen, da die Immunglobulin-Gamma-Gene (IgG) für die 
verwendeten Restriktionsenzyme in der Keimbahnsequenz teilweise im 5‘-Bereich 
der Switch-Regionen die gleichen Zielsequenzen aufwiesen. Dies führt zu einer 
internen Ligation der Keimbahnsequenz, was dann als Keimbahn-Nebenprodukt in 
der abschließenden PCR bevorzugt vor eventuellen Translokationsprodukten des 
anderen Allels amplifiziert wird.  
Als Restriktionsenzyme für die Upstream- und Downstream-c-Myc-LDI-PCR 
wurden die Restriktionsenzyme Bsp1407I, MunI, EcoRI und NcoI verwendet. 
Die Restriktionen wurden mit jeweils 2 U Enzym in einem Reaktionsansatz von 10 µl 
2 h bei 37°C durchgeführt. Anschließend erfolgte ei ne Inaktivierung des Enzyms bei 
68°C für 20 Min. Für die Ligation wurden 1 U (Weiss ) T4-DNA-Ligase und der 
entsprechende Puffer zugesetzt und für 2 h bei 22°C  inkubiert. 
Nach einer Isopropanol-Fällung unter Zugabe von 10 ng/ml Glycogen (Roche) 
wurde die gefällte DNA in 10 µl Tris pH 8,5 gelöst und in die erste Runde der PCR 
eingesetzt. Nach Vollendung der PCR-Reaktion wurden 2 µl daraus für eine zweite 
Runde eingesetzt. Im Anschluß wurde das Ergebnis mittels Agarose-
Gelelektrophorese ausgewertet, die entstandenen Produkte isoliert und sequenziert. 
 




Abbildung 2: Prinzip der Langstrecken-Inversen-(LDI)-PCR. 
 
PCR-Bedingungen 
Ansatz 1.Runde:  
0,6 µl dNTPs (je 2,5 mM) 
9 µl 3,3 x rTth-Puffer 
1,0 µl Mg(OAc)2 (25 mM) (Applied Biosystems) 
0,6 µl 1. Runden Forward Primer (10 µM) 
0,6 µl 1. Runden Reverse Primer (10 µM) 
6,0 µl Betain (5 M) 
1,9 µl H2O 
10 µl Ligationsansatz 
0,3 µl rTth-DNA-Polymerase XL (2 U/µl) (Applied Biosystems) 
 
PCR-Programm der 1. Runde:  95°C 3:30 Min., 85°C Pause (Enzymzugabe), 35 Zykl en 
(95°C 45 Sek., x°C 45 Sek., 68°C 8 Min.), 72°C 15 M in., 10°C Pause 
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Ansatz der 2. Runde:  
0,6 µl dNTPs (je 2,5 mM) 
9 µl 3,3 x rTth-Puffer 
1 µl Mg(OAc)2 (25 mM) 
0,6 µl 2. Runden Forward Primer (10 µM) 
0,6 µl 2. Runden Reverse Primer (10 µM) 
6 µl Betain (5 M) 
9,9 µl H2O 
2 µl des 1. Rundenproduktes 
0,3 µl rTth-DNA-Polymerase XL (2 U/µl) (Applied Biosystems) 
 
PCR-Programm der 2. Runde: 95°C 3:30 Min., 85°C Pause (Enzymzugabe), 45 Zykle n 
(95°C 45 Sek., x°C 45 Sek., 68°C 8 Min.), 72°C 15 M in., 10°C Pause 








Abbildung 3: Schematische Darstellung der untersuchten Regionen der IgH-JH und IgH-Switch 
µ-LDI-PCR. Dargestellt ist die IgH-Region in der Keimbahn-Konfiguration. Die 
Restriktionserkennungsstellen finden sich nur einmal in diesem Bereich. Im Falle einer Translokation 
entsteht eine weitere Restriktionserkennungsstelle, dies kann aber auch durch die V(D)J-Umlagerung 
bzw. aufgrund eines Klassenwechsels auftreten. 
 




Abbildung 4: Schematische Darstellung der untersuchten Bereiche der IgH-Switch α und IgH-
Switch γ-LDI-PCR. A) Schematische Darstellung des Alignments der zwei Alpha Isotypen. Die 
Switch-Regionen, genauso wie die konstanten Gene der Alpha-Isotypen sind evolutionär konserviert 
und weisen eine 93%ige Homologie zueinander auf. In den homologen Regionen der konstanten 
Gene wurden Restriktionserkennungsstellen ausgewählt, die nur einmal in dieser Region vorkommen. 
B) Schematische Darstellung des Alignments aller vier Gamma Isotypen. Auch die Switch- und 
konstanten Regionen der vier Gamma-Isotypen sind stark konserviert. Sie sind zu 95% Homolog. Die 
in der homologen Region der konstanten Genen vorkommenden Restriktionserkennungsstellen finden 
sich ein weiteres Mal im 5‘-Bereich vor den Switch Regionen; dies kann in der Keimbahnkonfiguration 
zu unerwünschten Nebenprodukten in der PCR führen. Um dies auszuschließen, wurde eine weitere 
Restriktion mit PciI durchgeführt. 
    
 
 
2.1.4 Long Distance-(LD)-PCR  
Um die Translokationen zu bestätigen, den reziproken Part zu amplifizieren und die 
Sequenzlesbarkeit teilweise zu verlängern, wurden direkte, 
bruchpunktüberspannende LD-PCRs durchgeführt. Dazu wurden sequenzspezifische 
Primer des translozierten Chromosoms und ein entsprechender Zweitrunden-Primer 
des betroffenen IGH- oder MYC-Bereichs eingesetzt.  
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Ansatz der LD-PCR 
0,6 µl dNTPs (je 2,5 mM) 
9 µl 3,3 x rTth-Puffer 
1 µl Mg(OAc)2 (25 mM) (Applied Biosystems) 
0,6 µl Forward Primer (10 µM) 
0,6 µl Reverse Primer (10 µM) 
6 µl Betain (5 M) 
10,9 µl H2O 
1 µl 50 ng DNA 
0,3 µl rTth-DNA-Polymerase XL (2 U/µl) (Applied Biosystems) 
 
PCR-Programm: 95°C 3:30 Min., 85°C Pause (Enzymzugabe), 45 Zykle n (95°C 45 Sek., 
62°C 45 Sek., 68°C 8 Min.), 72°C 15 Min., 10°C Paus e 
 
Eine LD-PCR wurde unter gleichen PCR-Bedingungen mit TRAF3-
sequenzspezifischen Primern durchgeführt, um den genauen Deletionsstart und das 
Deletionsende von TRAF3 in der Zelllinie UH-O1 zu bestimmen. 
 
 
2.1.5 PCR zur Durchführung der Mutationsanalyse von TNFAIP3 und TRAF3 
Für die Mutationsanalyse wurden sequenzspezifische Primer eingesetzt, welche die 
kodierenden Exons der entsprechenden Gene flankieren. Die PCRs wurden in der 
ersten Runde als Multiplex PCR durchgeführt, bevor in der zweiten Runde die Exons 
einzeln amplifiziert wurden. Die Primer wurden nested oder semi-nested eingesetzt, 
bis auf TRAF3 Exon 6, das ungenested amplifiziert wurde. Bei einer PCR aus 
mikrodissektierten Zellen wurden diese vorher mit 0,25 mg/ml Proteinase K (Roche) 
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Ansatz der Multiplex-PCR für TNFAIP3 und TRAF3: 
 
 TNFAIP3 TRAF3 
dNTPs (je 2 mM) 5 µl 5 µl 
10 x Hifi-Puffer  (Roche) 3 µl (HF3) 5 µl (HF2) 
MgCl2 (25 mM) 6 µl 3 µl 
Forward Primer  0,625 µl (10 µM) E4/5, E7.2, E6, E8  
oder E2, E3, E7.1, E9  
0,5 µl (20 µM) E3, E4, E5, 




0,625 µl (10 µM) E4/5, E7.2, E6, E8 
oder E2, E3, E7.1, E9  
0,5 µl (20 µM) E3, E4, E5, 
E6, E7 oder E8, E9, E10, 
E11, E12 
Betain (5 M) 
 
10 µl 10 µl 
H2O 
 
0,5 µl 1,5 µl 
gepickte Zellen oder 50 ng 
Zelllinien-DNA 
 
20 µl 20 µl 
High Fidelity-Polymerase 
(Roche) 
0,5 µl 0,5 µl 
 
PCR-Programm: 95°C 2:30 Min., 45 Zyklen (95°C 30 Sek., 61°C (TN FAIP3)/ 62°C (TRAF3) 
30 Sek., 72°C 90 Sek.), 72°C 5 Min., 10°C Pause 
 
Die zweite PCR-Runde wurde mit identischen PCR-Bedingungen durchgeführt, um 
die entsprechenden Exons einzeln zu amplifizieren. 
Eine PCR zur Durchführung der Mutationsanalyse von IMMP2L in MMML Fall 
#108 wurde unter gleichen PCR-Bedingungen durchgeführt. Die kodierenden Exons 
von IMMP2L wurden diesmal jedes einzeln für sich in einer genesteten oder semi-
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2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA 
Zur analytischen und präparativen Trennung von Nukleinsäuren werden horizontale 
Agarosegele verwendet. Abhängig von der Größe der DNA und dem gewünschten 
Trennbereich werden unterschiedliche Agarosekonzentrationen von 0,8 – 2 % 
verwendet. Es entstehen Gele mit verschiedenen Porengrößen, durch welche die 
negativ geladene Nukleinsäure nach Anlegen einer Spannung im Laufpuffer zum 
positiven Pol wandert. Die DNA wurde mit Gelladepuffer versetzt und in Vertiefungen 
der 1 x TAE-Puffer-Gele aufgetragen, die mit 0,2 µg/ml Ethidiumbromid versetzt 
wurden. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der DNA, wodurch sich das 
Anregungsspektrum von Ethidiumbromid verändert und so die Fluoreszenz der 
Substanz bei Anregung mit UV Licht stark erhöht wird. 
Durch gleichzeitiges Auftragen eines Größen- oder Mengenstandards können 
Größe und Konzentration der DNA bestimmt werden. 
 
50 x TAE Puffer: 2 M Tris-Acetat 
 
50 mM EDTA, pH 8,0 
 
ad 1 l ddH2O 
10 x Gelladepuffer 50% (v/v) Glycerin 
 
0,25% (w/v) Bromphenolblau 
 
0,25% (w/v) Xylencyanol FF 
 
 
2.1.7 Elution von DNA aus Agrosegelen 
Die DNA-Fragmente wurden mit dem QiaexII Gelelution Kit (Qiagen) oder mit dem 





2.1.8 Aufreinigung von PCR-Produkten 
DNA-Fragmente wurden von Oligonukleotiden, Nukleotiden und Puffer mittels des 
InnuPREP DoublePure Kit (Analytik Jena) nach Herstellerangaben gereinigt.  
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2.1.9 Sequenzreaktion und Auswertung 
Um PCR-Produkte zu sequenzieren, wurde die entsprechende Menge an DNA (nach 
Herstellerangaben) mit 3 pmol des entsprechenden Oligonukleotids, 0,5 - 1 µl Big 
Dye-Lösung (Applied Biosystems) und 3,75 – 3,5 µl 5x Sequencing Puffer (Applied 
Biosystems) gemischt, mit Wasser auf 20 µl aufgefüllt und eine Sequenzreaktion 
nach Herstellerangaben durchgeführt.  
Nach der Ethanol-Fällung wurden die Sequenzen auf dem ABI-3130-
Sequenzierautomaten von Applied Biosystems analysiert. Die Sequenzierungen 
wurden anschließend durch die Begutachtung der Sequenz-Elektropherogramme, 
Datenbankvergleiche mit der Genom-Datenbank an der Universität von Kalifornien, 
Santa Cruz (UCSC: http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) und der Datenbank des 
Nationalen Zentrum für Biotechnologie Information (NCBI: 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ausgewertet. 
Im Falle der Sequenzierung für die TNFAIP3 und TRAF3 Mutationsanalysen 
wurden die Sequenzen neben der Begutachtung der Sequenz-Elektropherogramme 
zusätzlich mit der Sequenzanalyse-Software Seqscape (Applied Biosystems) 
untersucht. Seqscape erlaubt den Vergleich  der ermittelten Sequenz mit einer 
Referenzsequenz, wodurch mögliche Varianten in der Sequenz erkannt werden und 
deren Konsequenz direkt auf der Polypeptidkette angegeben wird, sofern  der 
kodierende Bereich der Sequenz vorher definiert wurde. Durch den komplementären 
Vergleich der Sequenzen beider Richtungen können zufällige Sequenzartefakte, wie 






































Die RNA-Konzentration wurde durch das Messen der Extinktion bei einer 
Wellenlänge von 260 nm ermittelt. Folgende Formel lag bei der 
Konzentrationsbestimmung zugrunde: 
 
RNA Konzentration = OD260 x Verdünnungsfaktor x 40 [µg/ml] 
 
2.2.2 Reverse Transkription 
Zur Generierung von komplementärer cDNA aus Gesamt-RNA wurde das Omniscript 
RT-Kit oder das Sensiscript RT-Kit (Qiagen) verwendet. 1 - 3 µg Gesamt-RNA 
wurden mit 1 µM oligo-dT (Qiagen) oder 0,2 µM genspezifischen Oligonukleotiden, 1 
mM dNTP, 40 Einheiten RNase-Inhibitor (Promega) und 4 Einheiten Reverse 
Transkriptase (Qiagen) in vom Hersteller empfohlenen Puffer und einem 
Gesamtvolumen von 20 µl 60 Min. bei 37°C inkubiert.  
 




Ausgehend von einer kurzen bekannten Sequenz in der kodierenden Region eines 
Transkripts kann das unbekannte 5‘-Ende der mRNA untersucht werden. Dafür wird 
an das 5‘-Ende der mRNA ein Adapter ligiert. Voraussetzung für die RACE ist eine 
cDNA-Synthese und Amplifikation der cDNA Fragmente mittels PCR. Bei der 5'-
RACE startet die cDNA-Synthese mit einem, von der bekannten Sequenz 
abgeleiteten, Primer, der in Gegensinn-Richtung (antisense) im kodierenden Bereich 
der zu untersuchenden mRNA bindet (Frohman, 1994). Daraufhin wird mit einer 
terminalen Nukleotidyltransferase (Roche) und dATP (Roche) ein eigenes poly(A)-
Ende an das cDNA-Molekül angehängt. Die cDNA-Synthese und das poly(A)-tailing 
wurden nach Protokoll des 5‘/3‘ RACE Kit, 2nd Generation (Roche) durchgeführt. 
Das entstandene Produkt dient als Vorlage einer PCR-Reaktion. Hierbei werden der 
sequenzinterne Primer und zwei sense Primer verwendet. Der erste sense-Primer 
besteht aus einer oligo(dT)- und Anker-Sequenz (Roche), der zweite nur aus der 
Anker-Sequenz (Roche). Mit Hilfe des ersten Primers wird der Anker an die PCR-
Produkte angefügt, der zweite sorgt für eine spezifische Amplifikation während der 
PCR. Die PCR wurde nach Angaben des 5‘/3‘ RACE Kit, 2nd Generation (Roche) 
durchgeführt. Das amplifizierte Produkt kann anschließend sequenziert werden. 
 
2.3 Herstellung von Gewebeschnitten 
Von den Lymphknotenbiopsaten (Gefriermaterial) wurden 5 - 7 µm dicke Schnitte 
angefertigt, auf Objektträger aufgebracht und 24 h an der Luft getrocknet. Bis zur 
weiteren Verwendung wurden die Schnitte bei -20°C e ingefroren. 
 
2.4 Immunfärbung von Gewebeschnitten 
5 - 7 µm dicke Gewebe-Gefrierschnitte wurden aufgetaut und 4 h auf einem 
Heizblock bei 37°C getrocknet. Die Schnitte wurden dann 10 Min. Aceton-fixiert und 
anschließend 30 Min. vollständig getrocknet. Die Antikörper wurden in 1 x TBS-Puffer 
(1% BSA) verdünnt. Der Primärantikörper wurde aufgetragen und 45 Min. in einer 
feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 1 x TBS (jeweils 5 Min.) 
wurden die Schnitte 30 min mit dem Sekundärantikörper in einer feuchten Kammer 
inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte für jeweils 5 Min. und eine 30 
minütige Inkubation mit Streptavidin-gekoppelter alkalischer Phosphatase 
(StreptABComplex, DAKO). Nach erneutem dreimaligem Waschen (jeweils 5 Min.) 
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wurde das Fast Red-Substrat zugeben. Die Reaktion wurde unter dem Mikroskop 
beobachtet und durch Waschen in Wasser gestoppt. Anschließend erfolgte eine 
Gegenfärbung der Zellkerne mit Hämalaun nach Meyer.  
 
2.5 Mikrodissektion mittels Laser Microbeam Microdissection (LMM) und Laser 
Pressure Catapulting (LPC) 
Die Mikromanipulation wurde mit dem PALM ® Robot-MicroBeam (PALM, Bernried) 
mit dazu gehörigem Axiovert 200 Mikroskop (Zeiss, Jena) im Institut für Pathologie 
der Johann-Wolfgang-Goethe-Universität in Frankfurt/M durchgeführt. 
Die Gewebeschnitte  wurden nach dem Färben für 2 - 3 h bei Raumtemperatur 
getrocknet. Für Einzelzell-PCR-Untersuchungen wurden 0,5 ml Reaktionsgefäße mit 
steril filtrierter 1%iger BSA-TBS-Lösung für 30 Min. inkubiert, um unspezifische 
Bindungen am Plastik zu verhindern. In die Deckel der LPC-
Mikrozentrifugenröhrchen (PALM) wurden 20 µl 1 x High Fidelity Puffer (Roche)  
vorgelegt. Die Deckel wurden in die entsprechende Halterung am PALM ® Robot-
MicroBeam eingesetzt und auf die korrekte Position eingestellt. Die gewünschten 
Zellen wurden bei 400facher Vergrößerung am Bildschirm des Computers mit Hilfe 
der Maus umrandet und somit markiert. Die Zellen wurden dann automatisch durch 
die Software mittels Laser ausgeschnitten und in den Deckel des Reaktionsgefäßes 
katapultiert. Das Katapultieren erfolgte durch einen Laser-Impuls unterhalb des 
eingestellten Fokus auf eine schmale Gewebebrücke, die zwischen der Zelle und 
ihrer Umgebung nach dem Ausschneiden der Zelle verblieb. Nach erfolgter LPC 
wurde das Reaktionsgefäß vorsichtig aus der Halterung entfernt, der Deckel 
geschlossen und die sich im Deckel befindlichen Zellen für 2 Min. bei 15.000 x g in 
das Reaktionsgefäß zentrifugiert. Die Zellen wurden dann bis zur weiteren 
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2.6 Arbeiten mit Zellen 
 
2.6.1 Zellkultur 
Zelllinie Ursprung Literatur 
L-1236 HL peripheres Blut (Wolf et al., 1996) 
L-428 HL Pleural-Erguss (Drexler, 1993) 
DEV NLPHL Pleural-Erguss (Poppema et al., 1985; Maggio et al., 2002) 
HDLM2 HL Pleural-Erguss (Drexler, 1993) 
KM-H2 HL Pleural-Erguss (Drexler, 1993) 
SUP-HD1 HL Pleural-Erguss (Naumovski et al., 1989) 
U-HO1 HL Pleural-Erguss (Mader et al., 2007) 
Raji BL (Pulvertaft, 1964) 
BL-41 BL (Lenoir et al., 1985; Cohen et al., 1987) 
 
2.6.2 Kultivierung von Zellen 
Die Suspensionszellen wurden in RPMI1640 versetzt mit Glutamax-1 (PAA), 20% 
FCS (PAA) und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden durch 
10-minütige Zentrifugation bei 300 x g und 4°C gesa mmelt. Je nach Zelllinie und 
Zelldichte wurde im Durchschnitt alle zwei Tage eine entsprechende Menge Medium 
abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Die Zellen wurden in einer 37°C und 
5% CO2-Athmosphäre in Kultur gehalten.  
 
2.6.3 Zellzahlbestimmung 
Die Anzahl der Zellen wurde durch Auszählen entsprechender Verdünnungen von 
Zellsuspensionen in der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Zur Unterscheidung 
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Name  Sequenz 5‘  >  3‘ Verwendung 
Sα ext rev ATTCGTGTAGTGCTTCACGTGGCATG LDI-PCR Switchα-Bereich 1. Runde 
Sα int rev GTTTCTGAACATGCTCCTTAGATAGGG LDI-PCR Switchα-Bereich 2. Runde 
Sα Vsp 1rd GGATGGAGGATGGAAGATAGATGGAG LDI-PCR Switchα-Bereich 1. Runde 
Sα Vsp 2rd ATGGATGGATGGATAGATGGAAGAAGG LDI-PCR Switchα-Bereich 2. Runde 
Sα Nde 1rd TTACTGATGGAGGGGTGGATATACGG LDI-PCR Switchα-Bereich 1. Runde 
Sα Nde 2rd AGGATAGAAAGACAGGTGAATGACTGG LDI-PCR Switchα-Bereich 2. Runde 
Sα Hind/Kpn 1rd TGAGACCCTGAGGAAAATGAGGATGC LDI-PCR Switchα-Bereich 1. Runde 
Sα Hind/Kpn 2rd TCAACCTTTGGCACACTGAGTGTCAG LDI-PCR Switchα-Bereich 2. Runde 
Sγ ext rev TTGACCAGTGGACACTGTTCTCAGATG LDI-PCR Switchγ-Bereich 1. Runde 
Sγ int rev AGGCCCTTTTCTTCTGTGCAGCAGAG LDI-PCR Switchγ-Bereich 2. Runde 
Sγ Hind 1rd ATAAAAGGCTGGAGTGGGGCCAATGG LDI-PCR Switchγ-Bereich 1. Runde 
Sγ Hind 2rd ATGGCCAGAGCTGAGGCCAAGCTAGAG LDI-PCR Switchγ-Bereich 2. Runde 
Sγ Pae 1rd CCCAGCATGGAAATAAAGCACCCAGC LDI-PCR Switchγ-Bereich 1. Runde 
Sγ Pae 2rd CCTGCGAGACTGTGATGGTTCTTTCC LDI-PCR Switchγ-Bereich 2. Runde 
Sγ Mph/Bsp 1rd TGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC LDI-PCR Switchγ-Bereich 1. Runde 
Sγ Mph/Bsp 2rd GGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTC LDI-PCR Switchγ-Bereich 2. Runde 
upsmu II int for AATGAGATGGCTTTAGCTGAGACAAGC LDI-PCR Switchµ-Bereich 1. Runde 
upsmu II ex for TCCATCCAGCTTTCAGAAATGGACTC LDI-PCR Switchµ-Bereich 2. Runde 
upsmu Hind int rev ACATAAATGAGTCTCCTGCTCTTCATCAAG LDI-PCR Switchµ-Bereich 1. Runde 
upsmu Hind ex rev GCAATTAAGACCAGTTCCCCTTCTAGTG LDI-PCR Switchµ-Bereich 2. Runde 
upsmu Mun/Bgl int rev GGTCAGCCTCGCCTTATTTTAGAAACG LDI-PCR Switchµ-Bereich 1. Runde 
Upsmu Mun/Bgl ex rev TCCAGGTGTTGTTTTGCTCAGTAGAG LDI-PCR Switchµ-Bereich 2. Runde 
upsmu Pae int rev CTCAATTCCAGACACATATCACTCATGG LDI-PCR Switchµ-Bereich 1. Runde 
upsmu Pae ex rev CTCAGAAGCCACTTCAAACATATCCTG LDI-PCR Switchµ-Bereich 2. Runde 
J6 II ex rev TGCAATGCTCAGGAAACCCCACAGG LDI-PCR JH-Bereich 1. Runde 
J6 II int rev TAGCAGAAAACAAAGGCCCTAGAGTG LDI-PCR JH-Bereich 2. Runde 
JH Hind ex for TGGGATGCGTGGCTTCTGCT LDI-PCR JH-Bereich 1. Runde 
JH Hind int for GCCCTTGTTAATGGACTTGGAGGA LDI-PCR JH-Bereich 2. Runde 
JH Mun ex for GCTCAGCTAAGAAATACTAGCACAGTG LDI-PCR JH-Bereich 1. Runde 
JH Mun int for GCTGGAAGCAGATGATGAATTAGAGTC LDI-PCR JH-Bereich 2. Runde 
JH Pae ex for CTTTAGAATTATGAGGTGCGCTGTGTG LDI-PCR JH-Bereich 1. Runde 
JH Pae int for AGAGAACTGTCGGAGTGGGTGAATC LDI-PCR JH-Bereich 2. Runde 
JH Xba ex for CCTTGTCTAAGTCATTGACTGTAGGTC LDI-PCR JH-Bereich 1. Runde 


















Name  Sequenz 5‘  >  3‘ Verwendung 
U- Myc ex rev  GCTGCCAATGAAAATGGGAAAGGTATC LDI-PCR Upstream-Bereich 1. Runde 
U-Myc int rev  TCGCAGATGAAACTCTGGTTCACCATG LDI-PCR Upstream-Bereich 2. Runde 
U-Bsp 1st rd TAACCCAGCTGTCTTTCCCTTTATGAG LDI-PCR Upstream-Bereich 1. Runde 
U-Bsp 2nd rd GCTCTTTGGGGAGATAATTTTGTCCAG LDI-PCR Upstream-Bereich 2. Runde 
U-Mun-Eco-Nco 1st rd ATGTTTTGTTTCGTTTCTTCCCCCTCC LDI-PCR Upstream-Bereich 1. Runde 
U-Mun-Eco-Nco 2nd rd CAACCACCACCATCCCTGTTTGTTTTC LDI-PCR Upstream-Bereich 2. Runde 
D-Myc ex for  ATGCCTTGGTTCATCTGGGTCTAATGTG LDI-PCR Downstream-Bereich 1. Runde 
D-Myc int for TCTATTTGTGTCCCAAGCACTCCTAAGC LDI-PCR Downstream-Bereich 2. Runde 
D-Bsp 1st rd  TCTGACACTGTCCAACTTGACCCTCTTG LDI-PCR Downstream-Bereich 1. Runde 
D-Bsp 2nd rd  AGAAGGTGATCCAGACTCTGACCTTTTG LDI-PCR Downstream-Bereich 2. Runde 
D-Mun-Eco-Nco 1st rd TGCTGCTTTGTATTATCTGCGTGGCTAC LDI-PCR Downstream-Bereich 1. Runde 






Name  Sequenz 5‘  >  3‘ Verwendung 
IMMP2L rev GATGGACAAGGCACTTCATAATTGGTG Bestätigung der Translokation mit IGH 
BCAS2 rev CAATGTAGCACTTGCCCCCATATTGC Bestätigung der Translokation mit IGH 
PVRL2 rev GAGCGAAGGAGACAGAATTCTTTG Bestätigung der Translokation mit IGH 
EXOC2 rev TGTACGCTCCGTCGGTCATCATCTTG Bestätigung der Translokation mit IGH 
Myc-Ex1 rev AGACACCCTATTTAGGCATTCGAC Bestätigung der Translokation mit MYC 
Chr.16 forw TTCACTGGGCTCCAATTTGATGTCGTC Bestätigung der Translokation mit MYC 
Chr.7D rev GAAGCAGCTGATAATGTCCGTCCAG Verlängerung der Sequenz von IMMP2L 
Chr.1-7 forw GTGCTAGGTGCCATTCTAGATTCTGAG Verl. der Sequenz von BCAS2 (upstream) 
Chr.1-6 rev AGAAAAACAGTAACCGCCTCCTGAGG Verl. der Sequenz von BCAS2 (downstream) 
Myc-Ex1-7-forw CTTTGCACTGGAACTTACAACACC Amplifikation der reziproken Translokation 



























Name  Sequenz 5‘  >  3‘ Verwendung 
TRAF3-Exon3-1F GTTGGGAAGGATTCTTGTGTTGCC 1. Runde Exon 3  
TRAF3-Exon3-1R      GCCTCAGTAAACCCACACGTGG 2. Runde Exon 3  
TRAF3-Exon3-F CAGGTCTCAGGCACTTTTGCTTTCCC 1. Runde Exon 3 
TRAF3-Exon3-R      GATTCACAAGCTGGGCCCGGAG 2. Runde Exon 3 
TRAF3-Exon4-1F CCTGAAGCTCTGCTGGTTGCTG 1. Runde Exon 4 
TRAF3-Exon4-1R      GCCGCATCAGCTGCCAAAACTG 1. Runde Exon 4 
TRAF3-Exon4-F GAGCCACTGTGCAGACCTGACC 2. Runde Exon 4 
TRAF3-Exon4-R      GTGTTGTGCCAGAGTGCCGAATGC 2. Runde Exon 4 
TRAF3-Exon5-1F GGGCAGCTTCTTCATTCTACTTCTAG 1. Runde Exon 5 
TRAF3-Exon5-1R      TACTCAAGTGGTTCTGACTGCTTTCC 1. Runde Exon 5 
TRAF3-Exon5-F TGCCTTGTCCAAAGTAGCAGCATGTGG 2. Runde Exon 5 
TRAF3-Exon5-R      GTGCCACATCCTACTGACCACTTCATC 2. Runde Exon 5 
TRAF3-Exon6-F 1neu TTTTTCCCAATTAAGAACATTGAATGGTC 1./2. Runde Exon 6 
TRAF3-Exon6-R AGGAATTGAGTGGAAGGCCTGTG 1./2. Runde Exon 6 
TRAF3-Exon7-1F CGATGGTGAGCAGAGCCATTC 1. Runde Exon 7 
TRAF3-Exon7-1R      ACTCTCACGAACTGGGAAAACGTG 1. Runde Exon 7 
TRAF3-Exon7-F TGGGGATCTCAGCGGGACTGAAG 2. Runde Exon 7 
TRAF3-Exon7-R      TATGCAGGGAAGGGGAGCCAGG 2. Runde Exon 7 
TRAF3-Exon8-1F CCTGCCATCAATTAGAGTTGACAG 1. Runde Exon 8 
TRAF3-Exon8-1R      TCACCCATGCAACAGGGTG 1. Runde Exon 8 
TRAF3-Exon8-F ACCTGAGTTTCTGGCCCTTACAGAGG 2. Runde Exon 8 
TRAF3-Exon8-R      TGGCAGAATGTCAGTGACTGGGAAGG 2. Runde Exon 8 
TRAF3-Exon9-1F TAGGGTCGTATGTTAGCCGTTCTGC 1. Runde Exon 9 
TRAF3-Exon9-1R      GAGTGAGTAAGGATGGCTGTCTTCC 1. Runde Exon 9 
TRAF3-Exon9-F GCGAGGTTCGCTGAATGCCTCAC 2. Runde Exon 9 
TRAF3-Exon9-R      AAACAGCAGGGTGGGGACTGGG 2. Runde Exon 9 
TRAF3-Exon10-1F CAAGAGGCTGAAGTGGGAGGATC 1. Runde Exon 10 
TRAF3-Exon10-1R      TTGCAAAGGTCAAGGACTCAGCTC 1. Runde Exon 10 
TRAF3-Exon10-F TGAGCCCAGGAGGTCAAGGCTG 2. Runde Exon 10 
TRAF3-Exon10-R      AGGGGAACACAGGCAAGCTCCTC 2. Runde Exon 10 
TRAF3-Exon11-1F CTGACTGTTCTGCTCCTAGCCTGTC 1. Runde Exon 11 
TRAF3-Exon11-1R      GTACCTAACATAGCCCTCATCCCAC 1. Runde Exon 11 
TRAF3-Exon11-F GGTGGTGCAGCATTTTCCGAGTCC 2. Runde Exon 11 
TRAF3-Exon11-R      CCCAGATGCACACTGCTGGC 2. Runde Exon 11 
TRAF3-Exon12-1F CACCTCTAATCCCAGCTGCTCAGG 1. Runde Exon 12 
TRAF3-Exon12-1R      CCTCAGTGAAGACAGACCGGTTC 1. Runde Exon 12 
TRAF3-Exon12-F ACGAGTGCTGGTGCAGCTTTGC 2. Runde Exon 12 
TRAF3-Exon12-R      CCCCAGAGGAGTTGCCTTCTGC 2. Runde Exon 12 
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Long Distance PCR für die TRAF3 Deletion in der UHO-1 Zelllinie 
 
Name  Sequenz 5‘  >  3‘ Verwendung 
TRAF3-Upstr-8-F AGTGGCACCTCTCACACCTTCATTTG Amplifikation 
TRAF3-Downstr-3-R GAAGCTGCCCCTGAGTGACTTGCTTC Amplifikation 
TRAF3-Upstr-7bS-F ATGTCTCACATGGCAGCAGGCAAGAG Sequenzierung 




Name  Sequenz 5‘  >  3‘ Verwendung 
A20E2exF TGCCTACAGATCAGGGTAATGACAAG 1. Runde Exon 2 
A20E2intF GTTTCCTGCAGGCAGCTATAGAGG 2. Runde Exon 2 
A20E2R AGCTTCATGAATGGGGATCCAGCAG 1./2. Runde Exon 2 
A20E3exF ACCATTCAGTCCCCTAGAATAGCAG 1. Runde Exon 3 
A20E3intF ACCTTTGCTGGGTCTTACATGCAG 2. Runde Exon 3 
A20E3R TATGCCCACCATGGAGCTCTGTTAG 1./2. Runde Exon 3 
A20E4-5exF TGAATAATTGTAGAGTGATGTCAGAATGAC 1. Runde Exon 4/5 
A20E4-5intF TACAGGGAGTACAGGATACATTCAAGC 2. Runde Exon 4/5 
A20E4-5R GGAAAACCCTGATGTTTCAGTGTCTAG 1./2. Runde Exon 4/5 
A20E6exR AATCACTCTACTGTTGAGCTTCAGG 1. Runde Exon 6 
A20E6F TGAGATCTACTTACCTATGGCCTTG 1./2. Runde Exon 6 
A20E6intR TCAGGTGGCTGAGGTTAAAGACAG 2. Runde Exon 6 
A20E7.1exF GGTTCTACAATTCTTGCCATAATCCAC 1. Runde Exon 7 
A20E7.1intF GAGCTAATGATGTAAAATCTTGTGTGTG 2. Runde Exon 7 
A20E7.1R CAAAATCCGTTGTGCTGCACATTCAG 1./2. Runde Exon 7 
A20E7.2exR CAGTTCTGCCTGACTGCCTACATG 1. Runde Exon 7 
A20E7.2F CTCTCGGGGAGAAGCCTATGAGC 1./2. Runde Exon 7 
A20E7.2intR GAACAAAACCCCTTCTGGACAGCAG 2. Runde Exon 7 
A20E8exR ATGAGGAGACAGAACCTGGCAGAG 1. Runde Exon 8 
A20E8F ACTGTCAGCATCTCTGTATCGGTG 1./2. Runde Exon 8 
A20E8intR TGTCACTGTCGGTAGAAAACGCTC 2. Runde Exon 8 
A20E9exF GTAGACTCCACACTCTCCAATGAG 1. Runde Exon 9 
A20E9intF GTGCTCTCCCTAAGAAATGTGAGC 2. Runde Exon 9 
A20E9R GGGTTACCAAACCTGAGCATCGTGC 1./2. Runde Exon 9 













Name  Sequenz 5‘  >  3‘ Verwendung 
IMMP2L Ex2 for AAGATTGCCCTTCGGTAACTC 1. Runde Exon 2 forward 
IMMP2L Ex2 rev ACCTTTCAGTTCCCAGAATAG 2. Runde Exon 2 reverse 
IMMP2L Ex3 for TGAAGTGCAAGAACCATGAAG 1. Runde Exon 3 forward 
IMMP2L Ex3 rev GTGGATTACCAGTTAAATCAGC 2. Runde Exon 3 reverse 
IMMP2L Ex4 for GTGCAAAGGAATCTGTAAAGAC 1./2. Runde Exon 4 forward 
IMMP2L Ex4 rev ext. TACCAGCTCATTTGGAATGTC 1. Runde Exon 4 reverse 
IMMP2L Ex4 rev CCCAAGTAATGTAGGTAACAG 2. Runde Exon 4 reverse 
IMMP2L Ex5 for ext AATTATGGAGAAGCTTCATGG 1. Runde Exon 5 forward 
IMMP2L Ex5 for GTTTGTATGCCCAGCAGTTTG 2. Runde Exon 5 forward 
IMMP2L Ex5 rev ext ATACACACTCTGATAGTGTAC 1. Runde Exon 5 reverse 
IMMP2L Ex5 rev  GGCTGAGTTACCTGAATAACC 2. Runde Exon 5 reverse 
IMMP2L Ex6 for ext ATGGCTACAAAAGGTGTTTAC 1. Runde Exon 6 forward 
IMMP2L Ex6 for TTCTCCCTGGGATGTTAAACC 2. Runde Exon 6 forward 
IMMP2L Ex6 rev ext TAAGAAAGGCTTGACTGTATG 1. Runde Exon 6 reverse 




Name  Sequenz 5‘  >  3‘ Verwendung 
PVRL2-P1 TGTGTCTTGCCCAGTGCTCTGCTTG cDNA-Synthese 
PVRL2-P2 TGTACAGTCCAGGAACAGGTGGCAG 5’RACE 1. Runde 
PVRL2-P4 TCGGGTAGCACTTGAACTCGCACATC 5’RACE 2. Runde 





Im vorliegenden Ergebnisteil werden zuerst die Mutationsanalysen zweier negativer 
Regulatoren im NF-κB-Signalweg, dem TNFAIP3-Gens in cHL und dem TRAF3-Gen 
in CLL, vorgestellt, bevor Translokationsereignisse mit bislang unbekannten 
Partnergenen des MYC- und des Ig-Locus beschrieben werden. 
 
3.1 Mutationsanalyse des Tumorsuppressorgens TNFAIP3 (A20) in CLL 
Bei der CLL zeigen verschiedene Signalwege eine konstitutive Ausprägung und 
spielen dabei wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Pathogenese dieser 
Krankheit (Cuni et al., 2004; Rosati et al., 2009). Einer dieser konstitutiv 
ausgeprägten Signalwege in CLL-Zellen ist der NF-κB-Signalweg (Furman et al., 
2000; Cuni et al., 2004; Hewamana et al., 2008). Da CLL-Zellen in engem Kontakt 
mit CD40-Ligand positiven T-Helferzellen stehen, kann die Einwirkung von CD40 auf 
die CLL-Zellen zu dieser Aktivierung beitragen (Furman et al., 2000). Vor kurzem 
wurde gezeigt, dass die Mikroumgebung in den Proliferationszentren für die starke 
NF-κB-Aktivität der CLL-Zellen verantwortlich ist (Herreros et al.). Da aber auch Blut-
CLL-Zellen eine schwache NF-κB-Aktivität im Vergleich zu normalen B-Zellen zeigen 
(Furman et al., 2000), ist eine Beteiligung von genetischen Läsionen für die 
Aktivierung von NF-κB Transkriptionsfaktoren nicht ausgeschlossen.  
In diesem Zusammenhang wurden in A20, einem von TNFAIP3 kodierten 
Inhibitor des NF-κB-Signalweges, inaktivierende Mutationen und/oder Deletionen in 
primären mediastinalen B-Zell Lymphomen, in einem Teil der Diffus Großzelligen B-
Zell Lymphomen, MALT-Lymphomen und im klassischen Hodgkin Lymphom 
gefunden (Compagno et al., 2009; Honma et al., 2009; Kato et al., 2009; Novak et 
al., 2009; Schmitz et al., 2009a; Chanudet et al.). Alle diese Lymphome zeigen eine 
konstitutive Ausprägung von NF-κB und der Verlust von A20 führt zu einem 
verbesserten Überleben der Lymphomzellen (Compagno et al., 2009; Honma et al., 
2009; Kato et al., 2009; Schmitz et al., 2009a). A20 ist ein ubiquitin-modifizierendes 
Enzym, welches eine wichtige Rolle bei der Inhibierung von TNF- und Toll-ähnliche 
Rezeptor vermittelter NF-κB-Aktivierung spielt. Die Aktivierung des IKK-Komplexes 
nach einer TNF-Rezeptor-Stimulation erfordert die Polyubiquitinierung des Rezeptor-
interagierenden Faktors RIP1 an Lysin 63-Resten (K63) (Ea et al., 2006; Wu et al., 
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2006). Die Kinase-γ (NEMO), eine regulatorische Untereinheit des IKK-Komplexes, 
bindet spezifisch die Proteinmodifikation von RIP1 und aktiviert den IKK-Komplex. 
A20 führt zur Degradierung des RIP1-Proteins durch das Proteasom indem es die 
K63-Polyubiquitinkette entfernt und an A20 Lysin 48-gekoppelte (K48) 
Polyubiquitinketten anhängt (Wertz et al., 2004). Dadurch zeigt sich die Bedeutung 
von TNFAIP3 als Tumorsuppressor Gen in verschiedenen Typen von humanen B-
Zell Lymphomen. Da in CLL nicht nur eine konstitutive NF-κB-Aktivität gefunden 
wurde, sondern die Tumorzellen auch eine rekurrente Deletion in Chromosom 6q23, 
dem Lokalisationsort von TNFAIP3, aufweisen (Stilgenbauer et al., 1999; Fink et al., 
2005), schien es von großem Interesse, nach inaktivierenden Mutationen, die A20 
betreffen, in primären CLL-Fällen zu suchen.  
Aus früheren CLL-Studien wurden 48 primäre CLL-Fälle ausgewählt, in denen 
durch FISH-, Array-CGH- oder SNP-Chip-Analysen (Genome-Wide Human SNP 
Array 500K und 6.0 Affymetrix®) eine Chromosom 6q Deletion identifiziert werden 
konnte (Stilgenbauer et al., 1999; Schwaenen et al., 2004). Diese Vorselektion sollte 
die Chance erhöhen, TNFAIP3-Mutationen zu finden, da vorherige Studien zu A20-
Mutationsanalysen in anderen B-Zell Lymphomen zeigen konnten, dass viele der 
mutierten Fälle eine Kombination von Deletionen auf einem Allel und Mutationen 
oder kleinere Deletionen auf dem anderen Allel aufwiesen (Compagno et al., 2009; 
Kato et al., 2009; Schmitz et al., 2009a).  
Entsprechend der Unterscheidung der CLL in zwei Gruppen anhand ihres IgV 
Mutationsstatus, waren auch unter den ausgewählten 48 CLL Fälle mit mutierten IgV-
Genen und unmutierten IgV-Genen vertreten (Tabelle 1). 
Mit den Array-CGH und SNP-Chip-Analysen konnten Deletionen im TNFAIP3-
Lokalisationsort 6q23 spezifisch identifiziert werden, jedoch sind die in den Studien 
verwendeten FISH-Proben sind in Chromosom 6q21 lokalisiert und detektierten 
deshalb nicht notwendigerweise eine Deletion in TNFAIP3 in 6q23. Da 6q21 
Deletionen sich aber oft auch auf den Bereich von 6q23 erstrecken (Fink et al., 
2005), wurden von den 48 Fällen auch 44 Fälle miteinbezogen, die mittels FISH-
Analyse eine Chromosom 6q21 Deletion zeigten. Eine SNP-Chip und/oder Array-
CGH Analyse von zwölf dieser Fälle zeigte dann auch tatsächlich eine Deletion in 
6q23 (Tabelle 1). Die Anzahl der CLL-Zellen mit einer 6q Deletion reicht, nach 
Informationen unserer Kooperationspartner aus Ulm, von 4 – 93,5%; 15 Fälle davon 
besitzen die Deletion in mehr als 81% der Zellen. Von den zwölf Fällen mit der 
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bestätigten 6q23Deletion haben drei der Fälle in mehr als 81% der Zellen diese 
Deletion (Tabelle 1).  
Aus den gewählten Fällen wurde in Zusammenarbeit mit einer 
Kooperationsgruppe genomische DNA isoliert und alle kodierenden Exons (Exon 2 – 
Exon 9) von TNFAIP3 in einer Von R. Schmitz etablierten und in der vorliegenden 
Arbeit für diese Analyse modifizierte Zwei-Runden PCR amplifiziert (Schmitz et al., 
2009a). In der anschließenden Sequenzanalyse wurde nur ein Fall (Tabelle 1, Fall 
27) mit einem Sequenzunterschied zur publizierten TNFAIP3-Sequenz identifiziert, 
und zwar ein heterozygoter Austausch in Exon 3 von G zu A (Abbildung 5) in Position 
531 der mRNA aufwies (GenBank/EMBL/DDBJ Eintragsnummer NM_006290.2).  
 
 
Abbildung 5: Heterozygote Mutation in B-CLL Fall 27. Dargestellt ist die in dem Sequenz-
Elektropherogramm beobachtete stille Mutation. Der Pfeil zeigt den Basenpaaraustausch von G zu A 
an. Die Doppelspitze weist auf das Auftreten des Wildtyp-Allels neben dem mutierten Allel hin, 
wahrscheinlich verursacht von dem hohen Anteil an Tumorzellen ohne Deletion in Chromosom 6q.  
 
Dieser Austausch ist eine stille Mutation und daher funktionell nicht relevant. Ob 
es sich hierbei um eine somatische Mutation oder um einen bislang noch nicht 
beschriebenen, seltenen Polymorphismus handelt, ist bislang unbekannt. Leider war 
keine Keimbahnsequenz verfügbar. Dass auch die Wildtyp-Sequenz von Exon 3 
sichtbar ist, liegt wahrscheinlich daran, dass in Fall 27 nur ungefähr 20% der CLL-
Zellen die Chromosom 6q Deletion auf dem anderen Allel besaßen. In Fall 9 konnte 
ein bekannter heterozygoter Polymorphismus beobachtet werden, auch hier lag der 
Anteil der Zellen mit einer Deletion nur bei ungefähr 15%. Alle anderen Fälle zeigten 
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1 unmutiert 17 + n. A. Neg. 
2 unmutiert 29,5 + -* Neg. 
3 unmutiert 28,5 + n. A. Neg. 
4 mutiert 18,5 + n. A. Neg. 
5 unmutiert 18 + n. A. Neg. 
6 unmutiert 16 + n. A. Neg. 
7 unmutiert 32 + n. A. Neg. 
8 mutiert 39,5 + SNP-Chip Neg. 
9 mutiert 15,2 + n. A. Neg. 
10 mutiert 13,5 + -* Neg. 
11 mutiert 20,5 + n. A. Neg. 
12 unmutiert 49 + n. A. Neg. 
13 unmutiert 31 + SNP-Chip Neg. 
14 unmutiert 44 + n. A. Neg. 
15 unmutiert 21 + n. A. Neg. 
16 unmutiert 20 + n. A. Neg. 
17 mutiert 25,5 + -* Neg. 
18 mutiert 27,5 + n. A. Neg. 
19 unmutiert 12 + n. A. Neg. 
20 unmutiert 19 + n. A. Neg. 
21 unmutiert 18,5 + n. A. Neg. 
22 unmutiert 31,1 + n. A. Neg. 
23 unmutiert 41,5 + SNP-Chip Neg. 
24 unmutiert 16 + n. A. Neg. 
25 mutiert 41 + n. A. Neg. 
26 unmutiert 19 + n. A. Neg. 
27 unmutiert 20,5 + n. A. Heterozygote 
stille Mutation 
28 unmutiert 49,5 + SNP-Chip Neg. 
29 k. A. 52 + SNP-Chip Neg. 
30 k. A. 52 + SNP-Chip Neg. 
31 unmutiert n. A. n. A. SNP-Chip Neg. 
32 unmutiert 86 + n.  A. Neg. 
33 mutiert 89 + n. A. Neg. 
34 k. A. 85 + n. A. Neg. 
35 unmutiert 85 + -* Neg. 
36 unmutiert 93,5 + n. A. Neg. 
37 mutiert 94 + n. A. Neg. 
38 unmutiert 86,5 + n. A. Neg. 
39 mutiert 83 + n. A. Neg. 
40 k. A.. 86 + n. A. Neg. 
41 unmutiert 82 + SNP-Chip Neg. 
42 mutiert 85,5 + n. A. Neg. 
43 k. A.. 93,5 + n. A. Neg. 
44 unmutiert 84 + n. A. Neg. 
45 unmutiert 81,5 + SNP-Chip Neg. 
46 unmutiert 89,5 n. A. Array-CGH Neg. 
47 mutiert 39,5 n. A. Array-CGH Neg. 
48 mutiert 4 n. A. Arrax-CGH, 
SNP-Chip 
Neg. 
Alle kodierenden Exons des TNFAIP3-Gens wurden in 48 CLL-Fällen sequenziert.  
k. A.: Keine Angaben; n. A.: Nicht analysiert. Neg.: Negativ. * In diesen Fällen wurden SNP-Chip-
Analysen durchgeführt, aber keine 6q23 Deletion, die den TNFAIP3-Locus betraf, identifiziert. 
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3.2 Mutationsanalyse von TRAF3 im klassischen Hodgkin Lymphom 
Die konstitutive Aktivität des NF-κB-Signalweges ist ein besonderes Merkmal in den 
Hodgkin-Reed-Sternberg (HRS) –Zellen des klassischen Hodgkin-Lymphoms (cHL) 
(Bargou et al., 1996). NF-κB-Signale sind wichtig für das Überleben der HRS-Zellen, 
werden sie inhibiert, so führt dies zum Zelltod in cHL-Zelllinien (Bargou et al., 1997). 
In früheren Studien wurden bereits mehrere Faktoren identifiziert, die zu der 
konstitutiven Ausprägung von NF-κB beitragen, so exprimieren HRS-Zellen die 
Zelloberflächenrezeptoren CD30, CD40, RANK und BCMA aus der Familie der 
Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNFR) und in der Mikroumgebung der HRS-Zellen 
befinden sich Zellen, die Rezeptor-Liganden exprimieren (Küppers, 2009a). In den 
40% der cHL-Fälle, die mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) assoziiert sind, kann ein 
von EBV kodiertes Protein, das Latenz-Membranprotein 1 (LMP1), den aktivierten 
CD40-Rezeptor imitieren und so eine Aktivierung von NF-κB herbeiführen (Kilger et 
al., 1998).  
Es gibt aber auch mehrere genetische Läsionen, die eine Rolle in der Aktivität 
des NF-κB-Signalweges spielen. So wurden inaktivierende Mutationen im Gen 
IκBα, das für einen negativen Regulator von NF-κB kodiert, gefunden (Cabannes et 
al., 1999; Emmerich et al., 1999; Jungnickel et al., 2000; Lake et al., 2009). Eine 
Studie zeigte Mutationen im IκBε-Gen (Emmerich et al., 2003), ebenso wie 
inaktivierende Mutationen im NF-κB-Inhibitor A20 beschrieben wurden (Schmitz et 
al., 2009a). 30% der HRS-Zellen haben einen Zugewinn des REL-Gens (Joos et al., 
2000; Martin-Subero et al., 2002). Weitere Zugewinne in NF-κB-assoziierten Genen 
(wie NIK, CD40, IκBβ) wurden durch CGH-Analysen von mikrodissektierten HRS-
Zellen gefunden (Steidl et al.). 
Aufgrund dieser Vielzahl an Komponenten, die zu einer NF-κB Deregulierung 
führen können, war es von großem Interesse zu überprüfen, ob genetische Läsionen 
von TRAF3 ebenfalls einen Faktor der konstitutiven Aktivierung des NF-κB-
Signalweges in cHL darstellen.  
Das Gen für den Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierte Faktor 3 (TRAF3) ist 
auf Chromosom 14q32 lokalisiert, eine Region, die eine der am häufigsten in 
chromosomale Aberrationen involvierte Bande des Genoms in cHL ist (Falzetti et al., 
1999). Im alternativen NF-κB-Signalweg werden IKK-Kinasen durch die Serin-
Threonin-Proteinkinase NIK phosphoryliert und damit aktiviert (Matsushima et al., 
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2001; Yin et al., 2001). Die IKK-Kinasen selbst phosphorylieren p100, das an RelB 
gebunden im Zytoplasma vorliegt. Dadurch wird p100 partiell zu p52 degradiert und 
gelangt als Dimer mit RelB in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsfaktoren wirken. 
TRAF3 wirkt als negativer Regulator von NIK und damit des alternativen NF-κB-
Signalweges (Liao et al., 2004). Unterstützt wird diese Aussage durch eine 
konstitutive Prozessierung von p100 zu p52 durch eine Akkumulation von NIK in 
TRAF3 defizienten Zellen (He et al., 2006a). TRAF3 hat wahrscheinlich aber auch 
eine inhibitorische Rolle im klassischen NF-kB-Signalweg (Zarnegar et al., 2008). 
Inaktivierende Mutationen und Deletionen im TRAF3-Gen wurden bereits in der CLL, 
anderen niedrig-malignen Lymphomen und im Multiplen Myelom gefunden 
(Annunziata et al., 2007; Keats et al., 2007; Nagel et al., 2009). 
Für die TRAF3-Mutationsanalyse wurde eine Mikrodissektion von HRS-Zellen 
aus Gefrierschnitten von Lymphknotenbiopsaten aus 7 cHL-Fällen, die aus dem 
Kollektiv des Senkenberg-Instituts in Frankfurt/M stammen, durchgeführt. Die Zellen 
wurden als 10er-Zellen vereinigt oder als Einzelzellen gesammelt. Genomische DNA 
aus den mikrodissektierten Zellen, aus den cHL-Zelllinien L-428, HDLM-2, L-1236, 
KM-H2, SUP-HD1 und U-HO1, sowie aus der DEV-Zelllinie, die ursprünglich aus 
einem nodulär Lymphozyten-prädominanten HL (NLPHL) stammt, wurde analysiert. 
Die DEV-Zelllinie wurde miteinbezogen, da die Tumorzellen dieser HL-Untergruppe 
ebenfalls eine starke NF-κB-Aktivität aufweisen (Brune et al., 2008). 
Alle kodierenden Exons von TRAF3 (Exon 3 – Exon 12) wurden in einer, in 
dieser Arbeit etablierten, Zwei-Runden PCR amplifiziert und anschließend 
sequenziert. Fünf der Zelllinien waren unmutiert. In der Zelllinie KM-H2 wurde ein 
homozygoter Nukleotidaustausch von G zu A (Tabelle 2 und Abbildung 6) in Exon 12 
in Position 128016 der mRNA (GenBank/EMBL/DDBJ Eintragsnummer 
NM_000014.8) festgestellt. Da keine Keimbahn-DNA für diese Zelllinie zu erhalten 
ist, konnte nicht geklärt werden, ob diese Mutation eine somatische Punktmutation, 
verbunden mit uniparentaler Disomie oder Verlust des zweiten Allels, darstellt oder 
aber ein seltener, unbekannter Polymorphismus ist. Da die Mutation jedoch zu einem 
stillen Nukleotidaustausch führt, hat sie keine funktionelle Konsequenz.  
 




Abbildung 6: Homozygote Mutation in der HL-Zelllinie KM-H2. Dargestellt ist die in dem Sequenz-
Elektropherogramm, beobachtete stille Mutation. Der Pfeil zeigt den Basenpaaraustausch von G zu A 
an. Das Fehlen einer Doppelspitze weist auf eine homozygote Mutation hin. Hierbei ist aber unklar, ob 
es sich um uniparentale Disomie oder das Fehlen des zweiten Allels handelt.  
 
Bei der U-HO1-Zelllinie konnte kein einziges Amplifikat der analysierten Exons 
erhalten werden, was für eine bi-allelische Deletion des TRAF3-Gens spricht. Eine 
SNP-Chip-Analyse unserer Kooperationspartner von dieser Zelllinie identifizierte 
tatsächlich eine große Deletion im Bereich des TRAF3-Locus. Durch eine direkte 
PCR mit verschiedenen Primerkombinationen war es möglich, ein 2,6 kb großes 
Amplifikat mit den Deletionsbruchpunkten zu erhalten. Die Sequenzanalyse dieses 
Amplifikationsproduktes zeigte eine 123371 bp große Deletion, beginnend im Intron 1 
von TRAF3 bis zu einer Position 8163 bp stromabwärts des letzten kodierenden 
Exons von TRAF3 (Tabelle 2 und Abbildung 7).  
 
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung und Elektropherogramm der TRAF3-Deletion in der HL-
Zelllinie U-HO1. Dargestellt ist der TRAF3-Bereich auf Chromosom 14q32.2. Die Exons werden durch 
die schwarzen Rechtecke dargestellt, mit dem Start-ATG in Exon 3 und dem Stop-Kodon in Exon 12. 
Der Pfeil gibt die Transkriptionsrichtung des Gens an. Die Deletion beginnt im Intron 1 und endet 8163 
bp stromabwärts von Exon 12. Die Linien geben den Deletionsanfang und das Deletionsende an, 
auch bezogen auf das darunter befindliche Elektropherogramm, das die Basenabfolge vor und nach 
                                                                                                                                                                 Ergebnisse 
53 
 
den Deletionsbrüchen angibt. An den Deletionsbruchpunkten kam es zur Insertion von fünf nicht-
keimbahnkodierten Basen. pter: Richtung zum p-Terminus von Chromosom 14. 
 
Die Mutationsanalyse aus der 10er Zellsammlung der 7 mikrodissektierten cHL-Fälle 
ergab keine Mutation des TRAF3-Gens (Tabelle 2). In mehreren Zelllinien, sowie in 
einigen Primärfällen wurde ein bereits beschriebener Einzelnukleotidpolymorphismus 
(SNP) in Exon 5 von TRAF3 beobachtet (Tabelle 2). 
 
 
Tabelle 2: Mutationsanalyse des TRAF3-Gens in HL-Zelllinien und 




Zelllinie    
L428 NS   
L1236 MC  Exon 5, heterozygot 
KM-H2 MC stille Mutation oder 
SNP in Exon 122 
 
HDLM2 NS  Exon 5, homozygot 
SUP-HD1 NS   
U-HO1 NS 123 kb Deletion, 
beginnend in Intron 13 
 
DEV NLPHL  Exon 5, homozygot 
Primärfälle    
1 (1269) MC  Exon 5, heterozygot 
2 (1393) MC   
3 (1701) MC  Exon 5, heterozygot 
4 (1716) MC   
5 (1810) NS   
6 (1817) NS   
7 (1819) NS  Exon 5, heterozygot 
Die kodierenden Exons von TRAF3 wurden in 6 HL-Zelllinien und 7 Primärfällen sequenziert. 
SNP: Einzelnukleotidpolymorphismus, MC: Gemischtzellig, NS: Nodulär Sklerotisierend, NLPHL: 
nodulär Lymphozyten-prädominantes Hodgkin Lymphom. 
1Der SNP in Exon 5 ist ein T zu M Austausch in Kodon 129 an Position 98234 der Genbank 
Eintragung NC_000014.8. 
2Die stille Mutation oder SNP in KM-H2 ist ein Serin zu Serin Austausch in Kodon 472 an Position 
128016 der Genbank Eintragung NC_000014.8. 
3Die Deletion in U-HO1 erstreckt sich von Position 103,257,420 bp vom p-Terminus zu 
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3.3 Klonierung und Charakterisierung unbekannter Translokationspartner des 
MYC-Proto-Onkogens in B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen (B-NHL) 
Der Transkriptionsfaktor MYC ist als einer der am häufigsten betroffenen Gene in 
einer Vielzahl von humanen Tumoren bekannt, und seine deregulierte Expression ist 
oft mit einer schlechten Prognose verbunden (Au et al., 2004). Das Burkitt Lymphom 
(BL) stellt das wichtigste Beispiel für MYC-induzierte Lymphomagenese dar. 1982 
wurde demonstriert, dass in BL-Zellen der MYC-Locus auf Chromosom 8q24 mit der 
Immunglobulin-Schwerketten (IgH)-Region auf Chromosom 14 fusioniert war. Mit 
geringerer Häufigkeit kommt auch eine MYC-Translokation mit der Immunglobulin-
Leichtketten-Region κ (Igκ) auf Chromosom 2 oder der Immunglobulin-Leichtketten-
Region λ (Igλ) auf Chromosom 22 (Klapproth und Wirth) vor. Als Folge dieser 
Translokationen gelangt die kodierende Region von MYC unter die Kontrolle der Ig-
Enhancer und MYC wird aberrant exprimiert.  
Die Expression des MYC-Proto-Onkogens (c-Myc) ist eng verbunden mit der 
frühen G1-Phase des Zellzyklus und spielt eine wichtige Rolle in der Zellproliferation, 
bei der Differenzierung, dem Metabolismus und der Apoptose. Die Ig/MYC-
Translokation ist die häufigste Form der genetischen Aberration von MYC, in einigen 
Fällen wurden aber auch MYC-Translokationen ohne Ig Beteiligung beschrieben 
(Levine et al., 1989; Rimokh et al., 1991; Knuutila et al., 1994; Au et al., 2004; 
Bertrand et al., 2007).  
Im Rahmen des Verbundprojektes „Molekulare Mechanismen bei malignen 
Lymphomen“ (MMML) wurde ein großes Fallkollektiv mit über 900 reifzelligen, 
aggresiven B-NHL mittels Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) auf MYC-
Translokationen hin untersucht. Dabei konnten 13 Fälle identifiziert werden, die eine 
MYC-Translokation aufwiesen, bei denen der Ig-Locus als Partner ausgeschlossen 
werden konnte. Auch bereits bekannte Proto-Onkogene, wie PAX5, MALT1 und 
BCL6 wurden als Partner ausgeschlossen. Mit Hilfe der Langstrecken-Inversen-
(LDI)-PCR sollte nun versucht werden, die MYC-Translokationsbruchpunkte zu 
klonieren und die beteiligten Gene zu identifizieren. Da schon durch andere Studien 
zu Ig/MYC- und Nicht-Ig/MYC-Translokationen bekannt war, dass die Bruchpunkte 
nicht in einer bestimmten MYC-Region vorkommen, sondern vor allem stromaufwärts 
des MYC-Gens, im Intron 1-Bereich und stromabwärts des MYC-Gens auftreten 
(Joos et al., 1992; Fabris et al., 2003; Au et al., 2004; Bertrand et al., 2007), wurden 
zwei verschiedene in dieser Arbeit etablierten Langstrecken-inverse-(LDI)-PCR-
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Ansätze genutzt, um die Chancen zu erhöhen, die MYC-Translokationen zu 
amplifizieren.  
Ein LDI-PCR-Ansatz diente dazu, die Bruchpunkte stromaufwärts vom Exon 2 
des MYC-Gens zu identifizieren (Upstream-MYC-LDI-PCR) und der andere Ansatz 
(Downstream-MYC-LDI-PCR) war in der Lage, die Brüche stromabwärts des letzten 
kodierenden Exons von MYC zu amplifizieren (Abbildung 8).  
 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung der untersuchten Regionen der Upstream- und 
Downstream-MYC-LDI-PCR. Dargestellt ist die MYC-Region in der Keimbahn-Konfiguration. Die 
Restriktionserkennungsstellen finden sich nur einmal in diesem Bereich. Im Falle der Upstream-MYC-
LDI-PCR können Translokationen amplifiziert werden, deren Bruchpunkte stromaufwärts von Exon 2 
auftreten und mit der Downstream-MYC-LDI-PCR werden Translokationen identifiziert, die 
Bruchpunkte im 3‘-Bereich des MYC-Gens aufweisen.  
 
 
Alle 13 B-NHL-Fälle, bei denen FISH-Analysen MYC-Translokationen mit IgH, Igκ, 
Igλ, sowie bekannten Onkogenen, wie BCL6, PAX5 und MALT1 ausgeschlossen 
hatten, wurden mit beiden MYC-LDI-PCR-Ansätzen untersucht. In Fall 4 (MPI-
Nummer 248) konnte eine MYC-Translokation mit Chromosom 16 identifiziert 
werden. Diese Translokation wurde durch eine direkte, bruchpunktüberspannende 
Langstrecken-(LD)-PCR bestätigt.  
Durch eine anschließende direkte LD-PCR konnte außerdem der reziproke 
Bruchpunkt amplifiziert und sequenziert werden (Abbildung 9). In allen anderen 
Fällen konnten die LDI-PCR-Ansätze die MYC-Translokationen nicht amplifizieren 
(Tabelle 3).  
 




Abbildung 9: Schematische Darstellung der MYC/SOCS1-Translokation im B-NHL-Fall 4 (MPI-
248). A) Schematische Darstellung der Keimbahnkonfiguration von MYC auf Chromosom 8. Das Gen 
besteht aus drei Exons, wobei der kodierende Bereich sich auf Exon 2 und 3 beschränkt. B) 
Schematische Darstellung des derivativen Chromosom 8: Der Bruchpunkt der Translokation befindet 
sich in Exon 1 des MYC-Gens (Position 128748745 bp vom p-Terminus von Chromosom 8) und 
verbindet einen Teil des Introns 1 von SOCS1 (Position 11349767 bp vom p-Terminus von 
Chromosom 16) mit Exon 1 des MYC-Gens. Die kodierende Sequenz des SOCS1-Gens bleibt dabei 
erhalten. C) Schematische Darstellung des derivativen Chromosom 16: Durch die Translokation wurde 
das Intron 1 von SOCS1 (Position 11349776 bp vom p-Terminus von Chromosom 16) mit dem MYC-
Locus (Position 128748805 bp vom p-Terminus von Chromosom 8) verknüpft. Im 5‘-Bereich 52 bp vor 
dem Transkriptionsstartpunkt des SOCS1 Gen wurde eine 577 bp große Deletion identifiziert. D) 
Schematische Darstellung der Keimbahnkonfiguration von SOCS1 auf Chromosom 16. Das Gen 
besteht aus zwei Exons, wobei die kodierende Region nur Exon 2 umfasst. Die Pfeile zeigen die 
Bindungsorte der Primer für die LD-PCR an. Die Linien geben die sequenzierten Bereiche an. 
Sequenzpositionen wurden in der humanen Referenz-Sequenz GRCh37/hg19 angegeben. 
 
Die Translokation in Fall 4 betrifft das SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling 1) –
Gen. Der Bruchpunkt liegt in Exon 1 des MYC-Gens und im Intron 1 des SOCS1-
Gens. Durch die Translokation kommt es zum Austausch der jeweiligen kodierenden 
Exons mit dem regulatorischen Bereich des anderen Gens (Abbildung 9). Ob es 
dadurch zu einer deregulierten Expression eines oder beider Gene kommt, konnte 
soweit nicht geklärt werden.  
Die Expressionsdaten einer anderen Studie, die 220 B-NHL-Fälle aus dem 
MMML-Verbund umfasst (Hummel et al., 2006), zeigte in Fall 4 (MPI-248) keine von 
den anderen untersuchten Fällen abweichende Expression von SOCS1 und MYC. In 
                                                                                                                                                                 Ergebnisse 
57 
 
der 5’-regulatorischen Region von SOCS1 konnte eine 577 bp große Deletion 
amplifiziert werden.  
SOCS1 inhibiert die Interferon (IFN)-Signalgebung durch die Interaktion mit den 
IFN-α-Rezeptor 1- und IFN-γ-Rezeptor -Untereinheiten und unterdrückt so die 
Interferon-Aktivierung der STATs (Signal Transducers and Activators of 
Transcription) (Qing et al., 2005; Fenner et al., 2006). Außerdem wurde gezeigt, dass 
SOCS1 in der Lage ist eine Reihe weiterer Signalwege zu unterdrücken. So 
unterstützt SOCS1 die Degradierung von p65, einer wichtigen Komponente des NF-
κB-Signalweges (Ryo et al., 2003) und die Degradierung von ASK1, einer Kinase 
oberhalb des JNK und p38 Signalweges (He et al., 2006b). Inaktivierende SOCS1 
Mutationen und Deletionen wurden in einigen Fällen des Diffus-großzelligen B-Zell 
Lymphoms, dem Follikulärem Lymphom, dem primär mediastinalem B-Zell Lymphom 
und dem Hodgkin Lymphom gefunden (Melzner et al., 2005; Mestre et al., 2005; 
Melzner et al., 2006; Weniger et al., 2006; Mottok et al., 2007; Mottok et al., 2009). 
SOCS1 ist ein wichtiger Inhibitor verschiedener Signalwege und besitzt eine Aufgabe 
als Tumorsuppressor. Die Translokation ist also die interessante Kombination eines 
Proto-Onkogens (MYC) mit einem Tumorsuppressor (SOCS1).  
 
Tabelle 3: Zusammenfassung der Nicht-Ig/MYC-LDI-PCR. 
Fall  
(MPI-Nummer) 
Molekulare Diagnose Upstream-MYC-LDI-PCR Downstream-MYC-
LDI-PCR 
1 (028) mBL - - 
2 (031) nicht-mBL - - 
3 (121) intermediär - - 
4 (248) intermediär t(8;16)(q24;p13) - 
5 (266) intermediär - - 
6 (271) mBL - - 
7 (291) nicht-mBL - - 
8 (356) intermediär - - 
9 (407) intermediär - - 
10 (414) nicht-mBL - - 
11 (423) intermediär - - 
12 (507) nicht-mBL - - 
13 (560) nicht-mBL - - 
-: Keine Translokation amplifiziert. mBL: molekulares Burkitt-Lymmphom; nicht-mBL: Nicht-
molekulares Burkitt-Lymphom; intermediär: Lymphom intermediär zwischen Burkitt-Lymphom und 
diffus großzelligem Lymphom. Alle 13 B-NHL-Fälle wurden mit der Upstream und Downstream-MYC-
LDI-PCR analysiert. In Fall 4 (MPI-Nummer 248) wurde mit der Upstream-MYC-LDI-PCR eine MYC-
Translokation zu Chromosom 16 identifiziert (t(8;16)(q24;p13)).  
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3.4 Klonierung und Charakterisierung unbekannter Translokationspartner der 
Immunglobulin-Schwerketten (IgH) Region in B-Zell Non-Hodgkin Lymphomen 
(B-NHL) 
Die Bruchpunkte der chromosomalen Translokationen in den Ig-Loci sind die Folge 
der molekularen Prozesse in B-Zellen, die mit DNA-Strangbrüchen assoziiert sind 
und damit ein Risiko für Translokationsereignisse darstellen. So finden sich 
Bruchpunkte an JH- oder DHJH-Gensegmenten und zeigen zusätzliche, nicht 
keimbahnkodierte “N“-Nukleotide, was auf die Entstehung der Translokation während 
einer V(D)J-Rekombination hinweist, die mit Doppelstrangbrüchen assoziiert ist 
(Willis und Dyer, 2000; Küppers und Dalla-Favera, 2001). Außerdem sind einige 
Bruchpunkte in mutierten V-Genen vorzufinden, was auf eine Entstehung während 
der somatischen Hypermutation hindeutet, bei der ebenfalls DNA-
Doppelstrangbrüche entstehen (Goossens et al., 1998). Viele Bruchpunkte finden 
sich auch in den Switch-Regionen der konstanten Gene des Immunglobulin-
Schwerketten (IgH) -Locus, da es dort infolge der Klassenwechselrekombination zu 
DNA-Doppelstrangbrüchen kommt.  
Im Zuge des Verbundes „Molekulare Mechanismen maligner Lymphome“ 
(MMML) wurde eine große Fallzahl von über 900 aggressiven B-NHL mit Hilfe der 
Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) auf IgH Translokationen untersucht. Ziel 
war es, Translokationen des IgH-Locus mit unbekanntem Partner zu identifizieren. 
Unter diesen Fällen, die im Rahmen des MMML-Verbundes untersucht wurden, 
fanden sich mehr als 70 Fälle mit Hinweisen auf Ig-Locus-assoziierte Bruchpunkte, 
bei denen die Beteiligung typischer Partner-Onkogene, wie MYC, CCND1, BCL2, 
BCL6 oder MALT1, ausgeschlossen wurden. 
 28 dieser Fälle wurden mit Hilfe der vier verschiedenen IgH-LDI-PCR-Ansätze, 
Sµ-, Sγ-, Sα- und JH-LDI-PCR, untersucht (Tabelle 4). Die JH- und die Sµ-LDI-PCR 
wurden von im Rahmen der Diplomarbeit von R. Schmitz etabliert, während die Sγ- 
und die Sα-LDI-PCR in dieser Arbeit etabliert wurden. Ziel war es, eventuelle neue 
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Tabelle 4: Zusammenfassung der analysierten B-NHL-Fälle. 
Fall (MPI-
Nummer) 
Molekulare Diagnose Klassenwechsel Amplifizierte Translokation 
mit Chromosom : 
 1 (009) DLBCL ABC   
 2 (031) DLBCL ABC   
 3 (059) DLBCL GCB Switch µ/γ  
 4 (063) DLBCL Typ III Switch µ/α 3q27 
 5 (064) DLBCL GCB   
 6 (065) DLBCL GCB Switch µ/γ  
 7 (078) DLBCL GCB   
 8 (093) DLBCL GCB   
 9 (106) DLBCL ABC  14q24 
10 (108) DLBCL ABC Switch µ/α; Switch µ/γ 7q31 
11 (130) DLBCL ABC   
12 (131) DLBCL ABC Switch µ/α; Switch µ/γ  
13 (136) DLBCL GCB Switch µ/γ  
14 (142) DLBCL GCB Switch µ/γ  
15 (145) DLBCL Typ III Switch µ/α; Switch µ/γ  
16 (155) DLBCL Typ III Switch µ/γ  
17 (164) DLBCL ABC Switch µ/γ 1p13 
18 (169) DLBCL Typ III   
19 (186) DLBCL Typ III Switch µ/γ 19p13 
20 (233) DLBCL GCB  6p25 
21 (239) DLBCL ABC   
22 (273) DLBCL Typ III   
23 (339) DLBCL GCB  3q27 
24 (346) DLBCL ABC   
25 (374) DLBCL ABC   
26 (382) DLBCL GCB   
27 (450) DLBCL GCB   
28 (592) DLBCL GCB   
28 B-NHL-Fälle wurden mit allen vier LDI-PCR-Ansätzen auf Translokationen untersucht. DLBCL: 
Diffus großzelliges-B-Zell-Lymphom. ABC: Aktivierter B-Zell-Typ. GCB: Keimzentrums-B-Zell-Typ. Typ 
III: Typ III-Gruppe. Aufgrund eines Klassenwechsels kann es in der Keimbahnsequenz zum Auftreten 
einer neuen Restriktionserkennungsstelle kommen, dadurch ist die Amplifikation eines 
Klassenwechsels in den Switch-LDI-PCR-Ansätzen möglich. Dies wird als weitere positive Kontrolle 
für die Funktionalität der LDI-PCR bewertet. Die Klassenwechsel wurden mit den jeweiligen Switch-
LDI-PCRs, also α oder γ-LDI-PCR, und dem Switch µ-LDI-PCR-Ansatz detektiert. Das Auftreten eines 
Switch µ/α- und gleichzeitig eines Switch µ/γ-Klassenwechsels erklärt sich eventuell durch das 
Auftreten von zwei verschiedenen Klassenwechseln auf beiden Allelen, es könnte aber auch ein 
Intratumorklon-Klassenwechsel vorliegen oder er erklärt sich dadurch, dass der Tumorzellanteil der B-
NHL-Fälle zwar bei mehr als 70% liegt, aber die Amplifikation von Nicht-Tumorzellen vereinzelt 
trotzdem möglich ist. Bei der Analyse der Fälle wurden insgesamt sieben Translokationen amplifiziert. 
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Von den 28 analysierten B-NHLs konnte in sieben Fällen eine Translokation 
amplifiziert werden. In Tabelle 5 wurden die einzelnen Translokationen kurz 
zusammengefasst und im weiteren Verlauf genauer beschrieben. 
 







Annotiertes Gen an der Bruchpunktstelle 
 4 (063) DLBCL Typ III 3q27 BCL6 
 9 (106) DLBCL ABC 14q24 BRF1 
10 (108) DLBCL ABC 7q31 IMMP2L 
17 (164) DLBCL ABC 1p13 BCAS2 
19 (186) DLBCL TYP III 19p13 PVRL2 
20 (233) DLBCL GCB 6p25 EXOC2 
23 (339) DLBCL GCB 3q27 Kein annotiertes Gen direkt an der Bruchpunktstelle 
DLBCL: Diffus großzelliges B-Zell-Lymphom. ABC: Aktivierter B-Zell-Typ. GCB: Keimzentrums-B-Zell-
Typ. Typ III: Typ III-Gruppe. In sieben der 28 analysierten Fälle wurde eine Translokation amplifiziert. 
 
Von den sieben Translokationen werden drei (Fall 4, 9 und 23, Tabelle 5) in dieser 
Arbeit nur kurz angerissen, da es sich bei ihnen schon um bereits bekannte und 
beschriebene Ereignisse handelt. Die weiteren Fälle werden im Folgenden genauer 
charakterisiert. 
 
3.4.1 Translokationen t(3;14)(q27;q31) in Fall 4 (MPI-Nummer 63) und Fall 23 
(MPI-Nummer 339) betreffen Chromosom 3q27 
Beide Translokationen betreffen Chromosom 3q27. In Fall 4 verbindet die 
Translokation den Switch µ-Locus mit dem BCL6-Gen, einem bekannten und oft 
vorkommenden Translokationspartner in DLBCL (Lo Coco et al., 1994). Der 
Bruchpunkt dieser Translokation befindet sich in der 5‘-Region des ersten Introns von 
BCL6 (Position 1523 in der Referenzsequenz NG_007149) und damit im Bereich der 
Hauptbruchpunktregion (MBR) dieses Gens (Akasaka et al., 2000). Die Translokation 
stellt eine klassische Promotor-Substitution dar, indem die Ig-Enhancer Kontrolle 
über die kodierenden Exons von BCL6 übernehmen. 
 In Fall 23 liegt die Bruchstelle in Position 187661096 bp vom p-Terminus von 
Chromosom 3. Das erste und einzige annotierte Gen in dieser Region ist BCL 6 und 
befindet sich circa 200 kb stromabwärts des Bruchpunktes. Butler et al. beschrieben 
eine alternative Bruchpunktregion etwa 245 - 285 kb stromaufwärts von Exon 1 des 
BCL6-Gens, die in mehreren Lymphomen mit 3q27 Translokation identifiziert wurde, 
bei der die MBR nicht betroffen war (Butler et al., 2002). Die Translokation in Fall 23 
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betrifft also vermutlich ebenfalls das BCL6-Gen. Die Translokation in Fall 4 wurde in 
der FISH-Analyse des MMML-Verbundes übersehen, aber das die Translokation in 
Fall 23 das BCL6-Gen betreffen könnte, konnte in der FISH-Analyse aufgrund der 
großen Distanz wahrscheinlich nicht erkannt werden. 
 
3.4.2 Deletion in Chromosom 14q21 – 14q32 in Fall 9 (MPI-Nummer 106) 
In Fall 9 zeigte sich, dass hier keine Translokation im eigentlichen Sinne vorlag, 
sondern es sich um eine größere interstitielle Deletion in Chromosom 14 handelt. Die 
Deletion erstreckt sich von Chromosom 14q24.1 bis 14q32.33 und verknüpft damit 
den Switch µ-Locus mit Exon 2 des BRF1-Gens. Diese Art der interstitiellen Deletion, 
in der der IgH-Locus involviert ist, wurde von Pospisilova et al. bereits beschrieben 
(Pospisilova et al., 2007). Welche Auswirkung diese Deletion auf die Pathogenese 
der B-NHL-Lymphome hat, konnte bislang noch nicht geklärt werden. 
 
3.4.3 Translokation t(7;14)(q31;q32) in Fall 10 (MPI-Nummer 108) 
Die Translokation in Fall 10 wurde mit der Switch µ-LDI-PCR amplifiziert und betrifft 
Chromosom 7q31.3. Dadurch wird der Switch µ-Locus mit dem Intron 3 des IMMP2L 
(Inner Mitochondrial Membrane Peptidase Subunit 2 Like) -Gens verbunden 




Abbildung 10: Schematische Darstellung der IgH/IMMP2L Translokation in Fall 10. In der oberen 
Hälfte der Abbildung befindet sich die schematische Darstellung des IMMP2L-Gens auf Chromosom 
7q31.1. Innerhalb des 425 kb großen Intron 3 von IMMP2L befindet sich der Lokalisationsort von 
LRRN3, der orangefarbene Pfeil gibt die ungefähre Position und Transkriptionsrichtung von LRRN3 
an. Der Bruchpunkt der Translokation befindet sich ca. 66 kb stromabwärts von LRRN3. Der Genort 
von IMMP2L umfasst weiterhin die Common Fragile Site (CFS) FRA7K, angezeigt durch die rote Linie. 
In der unteren Hälfte der Abbildung wurde die Translokation schematisch dargestellt. Der Bruchpunkt 
befindet sich in Position 110831970 bp vom p-Terminus von Chromosom 7 und 106324205 bp vom p-
Terminus von Chromosom 14 (GRCh37/hg19). Das Produkt der Translokation ist einerseits ein Head-
to-Head-Konstrukt mit gegenläufigen Transkriptionsrichtungen von IgH-Locus und IMMP2L-Gen und 
sie scheint ein Telomer-Telomer-Produkt zu sein. Die schwarzen Pfeile zeigen die Bindungsorte der 
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Primer für die LD-PCR an. Die blaue Linie gibt den sequenzierten Bereich an. tel: Telomer. cen: 
Centromer. IE: Intron Enhancer. 
 
Die Translokation wurde durch eine direkte, bruchpunktüberspannende 
Langstrecken-(LD)-PCR bestätigt. Der Versuch, den reziproken Part dieser 
Translokation mit Hilfe. von 5`-RACE und LD-PCR mit verschiedenen 
Primerkombinationen zu klonieren war nicht erfolgreich. 
Das ca. 425 kb große Intron 3 von IMMP2L umfasst zusätzlich den Genort von 
LRRN3 (Leucine Rich Repeat Neuronal 3) (Abbildung 10). Der Bruchpunkt der 
Translokation liegt 66460 bp stromabwärts des letzten kodierenden Exons von 
LRRN3, damit ist das Gen nicht Teil der hier amplifizierten Translokation. Weiterhin 
befindet sich innerhalb der Region des 899 kb großen IMMP2L-Gens die 450 kb 
große Common Fragile Site (CFS) FRA7K. Diese CFS sind chromosomale 
Regionen, in denen es verstärkt zu DNA-Doppelstrangbrüchen kommen kann (Arlt et 
al., 2006). Einige CFS, wie z. B. FRA3B und FRA16D sind zusammen mit 
Tumorsuppressoren lokalisiert (Arlt et al., 2006).  
Das IMMP2L-Gen selbst setzt sich aus sechs Exons zusammen und kodiert ein 
1522 bp langes Transkript, dessen offenes Leseraster in Exon 2 beginnt und in Exon 
6 endet. Das daraus resultierende Produkt umfasst 175 Aminosäuren.  
Das Gen ist das humane Homolog zu dem Hefe Inner Mitochondrial Membrane 
Peptidase Subunit 2 und ist verantwortlich für die Reifung von mitochondrialen 
Proteinen des Zwischenmembranraums.  
Durch die Translokation werden das IMMP2L-Gen und der IgH-Locus in einer 
Head-to-Head-Konformation zusammengebracht, dies bedeutet, dass die jeweiligen 
Transkriptionsrichtungen gegenläufig sind und die Entstehung eines 
Fusionsproduktes unwahrscheinlich ist. Außerdem zerstört die Translokation die 
kodierende Sequenz des IMMP2L-Gens.  
Auffallend an der Translokation ist, dass die Richtung der analysierten 
Sequenzen die Schlussfolgerung zuließ, dass es sich hierbei um eine Telomer-
Telomer-Verbindung handelt (Abbildung 10). Diese Verbindungen gehen aber 
normalerweise schnell im Verlauf der Zellteilungen verloren. Bislang wurde nur ein 
3465 bp großer Bereich des Intron 3 sequenziert, deshalb können keine Angaben 
über den weiteren Verlauf der Sequenz gemacht werden. Es ist also nicht geklärt, ob 
z. B Inversionen innerhalb des Chromosom 7 vorliegen, die fälschlicherweise ein 
Telomer-Telomer-Produkt vorspiegeln. Auch die SNP-Chip-Daten und FISH-
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Analysen dieses Falles von Kooperationspartnern innerhalb des MMML-Verbunds 
sprechen dafür, dass die Konfiguration dieser Translokation nicht eindeutig ist. 
 Die Sonden der FISH-Analyse binden im Centromer- und im Telomer-Bereich 
des IMMP2L-Gens und zeigen ein intaktes Allel von Chromosom 7 und einen 
unbalanzierten Verlust des anderen Allels im telomeren Bereich von Chromosom 7. 
Dieser Befund stimmt mit den SNP-Chip Daten dieses Falles überein. Auch hier 
wurden ein intaktes Allel und eine Deletion des anderen Allels im distalen Bereich ab 
dem IMMP2L-Gen identifiziert. Die Daten der FISH- und SNP-Chip-Analysen 
sprechen also eher dafür, dass der Sequenzbereich von Chromosom 7, der anhand 
des LDI-PCR-Befundes an den Switch µ-Locus transloziert ist, eigentlich deletiert 
wurde. Dies deutet stark darauf hin, dass es zu einer Konfigurationsänderung z. B. 
durch eine Inversion innerhalb von Chromosom 7 gekommen ist.  
Durch das Vorhandensein einer CFS in der IMMP2L-Region und der Zerstörung 
der kodierenden Region durch die Translokation, lag die Vermutung nahe, dass es 
sich hierbei eventuell um einen neuen Tumorsuppressor anstatt eines neuen 
Onkogens handeln könnte. Deshalb wurde durch eine Mutationsanalyse des anderen 
Allels von IMMP2L überprüft, ob das verbliebene Allel inaktivierende Mutationen 
aufweist. Alle fünf kodierenden Exons (Exon 2- 6) wurden amplifiziert und 
sequenziert, aber es konnten keine Mutationen oder Deletionen festgestellt werden.  
Da IgH-Locus assoziierte Translokationen aber eher zur deregulierten Expression 
eines betroffenen Gens führen, teilweise auch von Genen, die mehrere Kilobasen 
von der eigentlichen Bruchstelle entfernt liegen, wurden die Genexpressionsdaten 
von Fall 10 überprüft. Die Daten stammen aus einer früheren Studie des MMML-
Verbundes (Hummel et al., 2006). Leider gibt es keine Probe für das IMMP2L-Gen 
auf dem Genchip U133A, so dass keine Aussage über eine deregulierte Expression 
gemacht werden kann. Die in einem Umkreis von 2 MB um das IMMP2L-Gen 
annotierten Gene wurden ebenfalls überprüft (Tabelle 6), zeigten aber keinen 
Unterschied in ihrer Genexpression im Vergleich zu 10 anderen DLBCL, die diese 
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Tabelle 6: Lokalisation der annotierten Gene im Bereich um den IMMP2L-Locus 
und Genexpressionsvergleich mit anderen DLBCLs. 
Gen Lokalisation auf Chromosom 7  
(bp vom p-Terminus [GRCh37/hg19]) 
Genchip-Wert für Fall 10 mit 
Translokation im Vergleich zu mittlerem 
Genchipwert (plus Varianz) der 10 
Vergleichsfälle 
IMMP2L 110303110 - 111202347 k. A. 
LRRN3 110731063 - 110765510 - 
DOCK4 111366165 - 111846466 - 
IRFD1 112063024 - 112121072 - 
C7orf66 108524033 - 108524644 - 
THAP5 108194988 - 108210194 - 
NRCAM 107788083 - 108097161 - 
Die Tabelle gibt die Position von IMMP2L und der Gene auf Chromosom 7 an, die in einem Bereich 
von ungefähr 2 Mb um den Lokalisationsort von IMMP2L annotiert sind, da es ist bekannt ist, dass die 
regulatorischen Einheiten des IgH-Locus auch noch auf die Aktivität von Genen einwirken können, die 
mehrere kb vom Translokationsbruchpunkt entfernt liegen. k. A.: Keine Angabe über die Expression, 
da eine entsprechende Probe auf dem verwendeten Genchip U133A fehlt. -: Kein Unterschied in der 
Expression dieses Gens im Vergleich zu 10 anderen DLBCLs ohne die Translokation.   
 
 
3.4.4 Translokation t(1;14)(p13;q32) im Fall 17 (MPI-Nummer 164) 
Die Translokation in Fall 17 wurde mit Hilfe der Switch γ-LDI-PCR amplifiziert. Durch 
die Translokation wird der Switch γ-Bereich mit Intron 4 des BCAS2 (Breast 
Carcinoma Amplified Sequence 2)-Gens verbunden. Die Translokation wurde durch 
eine direkte, bruchpunktüberspannende PCR bestätigt. Der reziproke Bruchpunkt 




Abbildung 11: Schematische Darstellung der IgH/BCAS2 Translokation in Fall 17. A) 
Schematische Darstellung der Keimbahnkonfiguration des BCAS2-Gens auf Chromosom 1. 
Eingezeichnet sind die sieben Exons, die kodierende Region beginnt in Exon 1 und endet in Exon 7. 
B) Darstellung des derivativen Chromosom 14. Die Translokation verbindet die Switch γ-Region 
(Position 106112628 bp vom p-Terminus von Chromosom 14) mit Intron 4 des BCAS2-Gens (Position 
115116231 bp vom p-Terminus von Chromosom 1). C) Darstellung des reziproken Bruchpunktes auf 
dem derivativen Chromosom 1. Die Position des Bruches im Intron 4 von Chromosom 1 liegt bei 
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115116329 bp vom p-Terminus und die Position in der Switch γ-Region von Chromosom 14 bei 
106112628 bp vom p-Terminus. Das Ergebnis der Translokation ist ein Head-to-Head-Konstrukt mit 
gegenläufigen Transkriptionsrichtungen des IgH-Locus und BCAS2. Die schwarzen Pfeile zeigen die 
Bindungsorte der Primer für die LD-PCR an. Die blaue Linie gibt die sequenzierten Bereiche an. tel: 




Das von der Translokation betroffene BCAS2-Gen umfasst sieben Exons. Die 
kodierende Region beginnt in Exon 1 und endet in Exon 7. Das 
Transkriptionsprodukt ist 1320 bp lang und kodiert für ein Protein aus 225 
Aminosäuren. Das BCAS2-Gen ist ein transkriptioneller Koaktivator des 
Estrogenrezeptors.  
Durch die Translokation entsteht ein Head-to-Head-Konstrukt, in dem die 
jeweiligen Transkriptionsrichtungen der beiden betroffenen Gene gegenläufig sind. 
Ein Fusionsprodukt ist also nicht möglich. Vielmehr zerstört die Translokation die 
kodierende Sequenz von BCAS2.  
Die FISH-Analysen der Kooperationspartner innerhalb des MMML-Verbundes 
bestätigten die Translokation in diesem Fall (36 von 50 Zellen zeigten die 1p13 – 
14q32 Fusion), aber weitere Fälle mit dieser Translokation wurden mit den 
entsprechenden FISH-Sonden nicht gefunden.  
Weiterhin wurde die Expression von BCAS2 und umliegender annotierter Gene in 
einem Bereich von ungefähr 1 MB um das BCAS2-Gen herum in Fall 17 überprüft 
(Tabelle 7) und mit den Expressionsdaten aus 10 weiteren DLBCL-Fällen verglichen, 
die diese Translokation nicht besitzen. Die Genexpressionen in Fall 17 zeigten in 
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Tabelle 7: Lokalisation der annotierten Gene im Bereich um den BCAS2-Locus 
und Genexpressionsvergleich mit anderen DLBCLs. 
Gen Lokalisation auf Chromosom 1  
(bp vom p-Terminus 
[GRCh37/hg19]) 
Genchip-Wert für Fall 17 mit 
Translokation im Vergleich zu 
mittlerem Genchipwert (plus 
Varianz) der 10 Vergleichsfälle 
BCAS2 115110178 - 115124265 - 
DENMD2C 115127196 – 115212732 k. A. 
TRIMM33 114945401 – 115053781 k. A. 
NRAS 115247079 – 115252391 - 
AMPD1 115215722 – 115238176 - 
CSDE1 115259538 – 115292828 - 
SIKE 115312107 – 115323308 - 
SYCP1 115397455 – 115537988 - 
SYT6 114631915 – 114641887  k. A. 
HIPK1 114471996 – 114514693  - 
TSHB 115572415 – 115576941 - 
TSPAN2 115590635 – 115632121 - 
NGF 115828537 – 115880857 - 
BCL2L15 114419437 – 114430169 k. A. 
AP4B1 114437677 – 114447741 k. A. 
DCLRE13 114447915 – 114456707 k. A. 
OLFML3 114522030 – 114524875 - 
VANGL1 116184574 – 116240845 - 
PTPN22 114356434 – 114414375 - 
RSBN1 114304455 – 114355070 - 
MAGI3 113933475 – 114228535 k. A. 
Die Tabelle gibt die Position von BCAS2 und der Gene auf Chromosom 1 an, die in einem Bereich von 
ungefähr 1 Mb um den Lokalisationsort von BCAS2 annotiert sind. k. A.: Keine Angabe über die 
Expression, da eine entsprechende Probe auf dem verwendeten Genchip U133A fehlt. -: Kein 
Unterschied in der Expression dieses Gens im Vergleich zu 10 anderen DLBCLs ohne die 
Translokation.   
 
 
3.4.5 Translokation t(14;19)(q32;q13) in Fall 19 (MPI-Nummer 186) 
Die Translokation in Fall 19 wurde mit der Switch µ-LDI-PCR amplifiziert. Die 
Translokation verbindet die Switch µ-Region mit den ersten 66 Basenpaaren der 5‘-
untranslatierten Region (GenBank/EMBL/DDBJ Eintragsnummer NC_000019.9) des 
PVRL2 (Poliovirus Receptor-Like 2) -Gen (Abbildung 12). Die Bestätigung der 
Translokation erfolgte über eine direkte, bruchpunktüberspannende LD-PCR. Die 
Amplifizierung des reziproken Bruchpunktes wurde mit Hilfe der LD-PCR mit 
verschiedenen Primerkombinationen versucht, war aber nicht erfolgreich. 





Abbildung 12: Schematische Darstellung der IgH/PVRL2-Tranlokation in Fall 19. In der oberen 
Abbildung ist die schematische Darstellung der Keimbahnkonfiguration des PVRL2-Gen abgebildet. 
Das PVRL2-Gen besteht aus neun Exons, die kodierende Sequenz beginnt in Exon 1 und endet in 
Exon 9. In der unteren Hälfte der Abbildung wurde das derivative Chromosom 14 dargestellt. Die 
Translokation verbindet die Switch µ-Region in Position 106326283 bp vom p-Terminus von 
Chromosom 14 mit den ersten 66 bp der 5‘-untranslatierten Region des PVRL2-Gens in Position 
45349458 bp vom p-Terminus von Chromosom 19 (GRCh37/hg19). Die hier dargestellte 
Translokation ergibt ein Head-to-Head-Konstrukt mit gegenläufigen Transkriptionsrichtungen der 
beteiligten Gene. Die kodierende Region des PVRL2-Gens wurde aber nicht zerstört, sondern 
befindet sich möglicherweise auf dem noch unbekannten reziproken Part der Translokation. Die 
schwarzen Pfeile zeigen die Bindungsorte der Primer für die LD-PCR an. Die blaue Linie gibt den 
sequenzierten Bereich an. tel: Telomer. cen: Centromer. IE: Intron Enhancer.  
 
 
Das Gen PVRL2 umfasst 9 Exons, die ein 43093 bp langes Transkript kodieren. Das 
offene Leseraster, beginnend in Exon 1 kodiert für 538 Aminosäuren. Das 
resultierende Protein ist Bestandteil der Plasmamembran und dort eine der 
Komponenten in der Adhärenz-Verbindung zwischen den Zellen. Außerdem dient es 
bestimmten Stämmen des Herpesvirus als Eintrittsstelle in die Zellen (Warner et al., 
1998).  
Die FISH-Analysen der Kooperationspartner aus dem MMML-Verbund konnten 
zwar die Fusion des IgH-Locus mit Chromosom 19 in Fall 19 bestätigen (die Fusion 
wurde in über 90% der Zellen gefunden), fanden in 26 untersuchten Fällen aber 
keinen weiteren Fall mit dieser Translokation.  
Durch die Translokation wurde die kodierende Region des PVRL2-Gens nicht 
zerstört, allerdings ist sie kein Bestandteil der hier amplifizierten Translokation. Ob 
die kodierende Sequenz des PVRL2 Teil des reziproken Bruchpunktes ist, muss 
noch gezeigt werden.  
Eine 5’RACE mit sequenzspezifischen PVRL2 Primer der mRNA aus Fall 19 war 
leider nicht erfolgreich und konnte somit nicht zur Klärung beitragen. Allerdings 
zeigen die Genexpressionsdaten des PVRL2-Gens in diesem Fall, dass das Gen 
dreimal höher exprimiert ist, als in 15 anderen DLBCL-Fällen, die mit diesem Fall 
verglichen wurden und die Translokation nicht aufwiesen (Abbildung 13)  
 




Abbildung 13: Säulendiagramm der Genexpression des PVRL2-Gens im Vergleich mit 15 
anderen DLBCL-Fällen. Aufgetragen ist hier die lineare Expression des PVRL2-Gens in Fall 19 (MPI-
Nummer 186) und 15 weiterer DLBCL-Fälle, die keine t(14;19) Translokation aufwiesen. Die Daten 
stammen aus einer früheren MMML-Verbund-Studie (Hummel et al., 2006). Als Genchip wurde HG-
U133A eingesetzt. Für PVRL2 gibt es nur eine Probe auf diesem Genchip. Ab einem Wert von 100 
und höher gelten die Gene als exprimiert. In Fall 19 (MPI 186) konnte eine höhere Expression des 
PVRL2-Gens als in den anderen DLBCL-Fällen beobachtet werden. 
 
 
Weiterhin wurden auch die Expressionen anderer Gene überprüft, die in einer 
Region ca. 1 Mb um das PVRL2-Gen herum annotiert sind, es wurden aber auch hier 
keine Veränderung in den Expressionsdaten im Vergleich mit 10 anderen Fällen 
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Tabelle 8: Lokalisation der annotierten Gene im Bereich um den PVRL2-Locus 
und Genexpressionsvergleich mit anderen DLBCLs. 
Gen Lokalisation auf Chromosom 19  
(bp vom p-Terminus 
[GRCh37/hg19]) 
Genchip-Wert für Fall 19 mit 
Translokation im Vergleich zu 
mittlerem Genchipwert (plus 
Varianz) der 10 Vergleichsfälle 
TOMM40 45394477 – 45406935 - 
BCAM 45312338 – 45323610 - 
APOE 45409039 – 45412649 - 
APOC1 45417921 – 45422606 - 
CBLC 45281126 – 45303902 - 
APOC4 45445495 – 45448751 - 
APOC2 45449243 – 45452817  
BCL3 45251978 – 45263300 - 
RELB 45504712 – 45541452 - 
CECAM19 45174724 – 45187625 k. A. 
SFRS16 45542298 – 45574213 - 
PVR 45147098 – 45162361 - 
GEMIN7 45582518 – 45594782 - 
NKPD1 45653009 – 45663408 k. A. 
BLOC1S3 45682003 – 45685057 k. A. 
EXOC3L2 45715879 - 45737469 k. A. 
CECAM20 45010211 – 45033548 k. A. 
ZNF229 44930426 – 44952665 k. A. 
CKM 45809672 – 45826233 - 
ZNF285 44889809 – 44905777 k. A. 
ZFP112 44830707 - 44860856 - 
CEBPA 33790936 – 33793320 - 
CEBPG 33864609 – 33873592 - 
SPIB 50922195 - 50934305 - 
Die Tabelle gibt die Position von PVRL2 und der Gene auf Chromosom 19 an, die in einem Bereich 
von ungefähr 1 Mb um den Lokalisationsort von PVRL2 annotiert sind. Weiterhin wurden auch die 
Gene CEBPA, CEBPG und SPIB aufgenommen, obwohl sie weiter entfernt liegen, da sie in früheren 
Studien als IgH-Translokationspartner identifiziert wurden (Robinson et al., 2004; Chapiro et al., 2006; 
Akasaka et al., 2007; Lenz et al., 2007). k. A.: Keine Angabe über die Expression, da eine 
entsprechende Probe auf dem verwendeten Genchip U133A fehlt. -: Kein Unterschied in der 
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3.4.6 Translokation t(6;14)(p25;q32) in Fall 20 (MPI-Nummer 233) 
Fall 20 ist interessanterweise einer der selteneren kindlichen non-mBL-Fälle. Die 
Translokation wurde mit der Switch µ-LDI-PCR amplifiziert und verknüpft den Switch 
µ-Locus mit dem EXOC2 (Exocyst Complex Component 2) –Gen (Abbildung 14). Die 




Abbildung 14: Schematische Darstellung der IgH/PVRL2-Tranlokation in Fall 19. In der oberen 
Hälfte ist die Keimbahnkonfiguration des EXOC2-Gens dargestellt. Das Gen umfasst 28 Exons, die 
kodierende Region beginnt in Exon 2 und endet in Exon 28. In der unteren Hälfte der Abbildung 
befindet sich das derivative Chromosom 14. Die Translokation verbindet die Switch µ-Region in 
Position 106325573 bp vom p-Terminus von Chromosom 14 mit Intron 22 des EXOC2-Gens in 
Position 537397 bp vom p-Terminus von Chromosom 6 (GRCh37/hg19). Die Translokation zerstört 
die kodierende Sequenz des EXOC2-Gens und die Transkriptionsrichtungen der jeweiligen Gene sind 
gegenläufig. Die schwarzen Pfeile zeigen die Bindungsorte der Primer für die LD-PCR an. Die blaue 
Linie gibt den sequenzierten Bereich an. tel: Telomer. cen: Centromer. IE: Intron Enhancer.  
   
 
Das EXOC2-Protein ist Teil des Exocyst-Komplexes, der verantwortlich dafür ist, 
dass Vesikel zu speziellen Bindungsstellen an der Plasmamembran gelangen. Das 
Produkt der kodierenden Region des EXOC2-Gens, beginnend in Exon 2, umfasst 
924 Aminosäuren. Das Transkriptionsprodukt von EXOC2 besitzt eine Länge von 
20797 Basenpaaren. Die hier amplifizierte Translokation in Fall 20 führt zu einer 
gegenläufigen Transkriptionsrichtung der IgH-Region und des EXOC2-Gens, ein 
Fusionsprodukt ist somit nicht möglich. 
 Durch die Translokation wird außerdem die kodierende Region des EXOC2-Gens 
zerstört. Die Genexpressionsdaten in diesem Fall zeigten auch, dass EXOC2 keinen 
Unterschied in der Expression zu anderen untersuchten DLBCLs ohne diese 
Translokation aufwies. Bei einer Betrachtung der annotierten Gene im Bereich des 
EXOC2-Gens wurde der Fokus besonders auf das Gen IRF4 gerichtet, dass sich 
etwa 74 kb stromaufwärts von EXOC2 befindet (Abbildung 15). 
 




Abbildung 15: Ideogramm des Chromosom 6 mit einem Ausschnitt der annotierten Gene im 
Bereich 6p25.2. Die translozierte Sequenz wurde mit einem roten Rechteck unterlegt. Sie liegt direkt 
im Bereich des SEC5L1-Gens (Synonym für EXOC2). Stromaufwärts davon, etwa 74 kb entfernt, liegt 
das IRF4-Gen (violettes Rechteck). 
 
IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) wird auch als MUM1 (Melanoma Associated 
Antigen (mutated) 1) bezeichnet und ist ein Transkriptionsfaktor, der unter anderem 
für die B-Zell-Entwicklung von entscheidender Bedeutung ist. FISH-Analysen der 
Kooperationspartner des MMML-Verbundes bestätigten diese Translokation und 
konnten mit speziellen IRF4-Sonden in 427 untersuchten B-Zell-Lymphomen weitere 
19 DLBCL-Fälle identifizieren, die eine Ig/IRF4-Translokation aufweisen. Die Ig/IRF4-
Translokation scheint also ein wiederkehrendes Ereignis in reifen B-Zell-Lymphomen 
zu sein. 





4.1 Mutationsanalyse des Tumorsuppressorgens TNFAIP3 (A20) in CLL 
Trotz ihrer klinischen und biologischen Diversität ist die konstitutive NF-κB Aktivität 
ein gemeinsames Charakteristikum der CLL-Zellen (Furman et al., 2000; Hewamana 
et al., 2008). In der CLL zeigt sich, dass die CLL-Zellen in den Proliferationszentren 
eine starke NF-κB-Aktivität besitzen, was auf die Einflüsse der Mikroumgebung 
zurückgeführt wird (Herreros et al.).  
Darüber hinaus wurde aber auch in den Blut-CLL-Zellen eine schwache 
kostitutive NF-κB-Aktivität nachgewiesen. Dort wurden bislang aberrante 
Akkumulationen der Glycogen-Synthasekinase-3 im Zellkern und Signalgebung 
durch BAFF und APRIL als mögliche Mechanismen für die NF-κB Aktivierung 
identifiziert (Kern et al., 2004; Endo et al., 2007; Ougolkov et al., 2007). Weiterhin 
wurden in einigen CLL-Fällen eine bi-allelische Deletion in Chromosom 14q32 
gefunden, die unter anderem auch den TRAF3-Locus betreffen und damit diesen NF-
κB-Suppressor zerstören (Nagel et al., 2009). Ebenso könnten Mutationen eine Rolle 
in der Aktivierung des NF-κB-Signalwegs spielen.  
Da der NF-κB-Signalweg für einen Stop der Apoptose und zum verbesserten 
Überleben der Zellen essentiell ist, gibt es bereits einige Strategien, Therapieansätze 
für die CLL zu finden, indem man diesen Signalweg inhibiert (Endo et al., 2007; 
Pickering et al., 2007). Gerade für solche Therapieansätze ist es wichtig, alle 
Faktoren zu kennen, die an der konstitutiven Ausprägung des NF-κB-Signalweges in 
CLL-Zellen beteiligt sind.  
Vor allem der klassische Signalweg ist für die konstitutive Ausprägung des NF-
κB in CLL verantwortlich (Furman et al., 2000; Endo et al., 2007; Pickering et al., 
2007; Hewamana et al., 2008; Lopez-Guerra et al., 2009). Da mit dem TNFAIP3-Gen 
ein wichtiger Suppressor des klassischen NF-κB-Signalwegs durch Mutationen in 
mehreren Lymphomen inaktiviert vorliegt (Compagno et al., 2009; Honma et al., 
2009; Kato et al., 2009; Novak et al., 2009; Schmitz et al., 2009a; Chanudet et al., 
2010), war es nahe liegend auch CLL-Fälle im Hinblick auf inaktivierende Mutationen 
oder Deletionen in TNFAIP3 zu analysieren. 
 Obwohl die Kollektion der hier untersuchten CLL, zwölf Fälle mit einer 
bestätigten Deletion eines Allels von TNFAIP3, und 32 weitere Fälle, von denen 
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wahrscheinlich die meisten ebenfalls eine solche Deletion besitzen, aufweist, wurden 
keine inaktivierenden Mutationen im TNFAIP3-Gen durch Sequenzanalysen 
gefunden (ebenso wenig, wie in den vier weiteren Fällen ohne Chromosom 6q21-23 
Deletion). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen also eindeutig, dass in CLL die 
Inaktivierung von TNFAIP3 durch Mutationen keine Rolle in der konstitutiven Aktivität 
des NF-κB-Signalweges spielt.  
Auch Promotormethylierungen, um den TNFAIP3-Locus still zu legen, wurden 
erst kürzlich in CLL ausgeschlossen, gleichzeitig wurden in der Studie die Ergebnisse 
dieser vorliegenden Arbeit bestätigt, dass keine Mutationen in primären CLL-Fällen 
vorliegen (Frenzel et al., 2010).  
Der Mechanismus der erhöhten NF-κB-Aktivität in CLL-Zellen scheint also von 
dem anderer Lymphome mit konstitutiver NF-κB-Aktivität abzuweichen und muss 
weiterhin identifiziert werden. Außerdem ist zu klären, welches Gen das 
pathogenetisch relevante Ziel der selteneren, aber doch wiederkehrenden Deletion in 
Chromosom 6q21-23 in CLL ist. 
 
4.2 Mutationsanalyse von TRAF3 im klassischen Hodgkin Lymphom 
Stimulierung der TNF-Rezeptoren führt zur Aktivierung des klassischen NF-κB-
Signalweges, der im cHL konstitutiv ausgeprägt wird. Diese konstitutive Aktivität ist 
essentiell für das Zellwachstum, die Proliferation und die Apoptose-Resistenz der 
HRS-Zellen (Bargou et al., 1997).  
Die Mehrheit der cHL-Fälle ist dadurch charakterisiert, dass sie Proteine der 
TNFR-Superfamilie, wie TNF-R1, TNF-R2, CD30, CD40 und Fas exprimieren 
(Küppers, 2009b). TNF-R2, CD30 und CD40 besitzen TRAF-Bindemotive, welche die 
intrazellulären Signale über eine Interaktion mit den TRAF-Proteinen vermitteln. 
Ungefähr 40% der cHL-Fälle sind außerdem mit EBV assoziiert, deren HRS-Zellen 
das EBV-Protein LMP1 exprimieren. LMP1 besitzt ebenfalls TRAF-Bindedomänen 
und benutzt TRAF-Proteine in einigen Aspekten seiner Signalübermittlung (Herbst et 
al., 1991; Pallesen et al., 1991; Devergne et al., 1996; Devergne et al., 1998). 
Während die meisten Mitglieder der TRAF-Proteinfamilie wie TRAF1, 2, 5 und 6 
eine aktivierende Wirkung auf den NF-κB-Signalweg haben, so besitzt TRAF3 eine 
inhibierende Funktion. Eine Überexpression der aktivierenden TRAF-Faktoren trägt 
in cHL zur Ausprägung des NF-κB-Signalweges bei (Horie et al., 2002a; Guo et al., 
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2009), aber es war bislang nicht bekannt, ob eine Inaktivierung von TRAF3 ebenfalls 
eine der Ursachen für die konstitutive Aktivität des NF-κB-Signalweges ist.  
Frühere Studien zeigen, dass die in diesen Studien untersuchten cHL-Zelllinien 
KM-H2 und L-428 weder die TRAF3-mRNA noch das TRAF3-Protein exprimieren 
(Izban et al., 2000; Guo et al., 2009).  
Die Ergebnisse der in dieser Arbeit vorliegenden Mutationsanalyse zeigt, dass 
weder in der Zelllinie KM-H2 noch in der L-428-Zellinie Mutationen oder kleinere 
Deletionen im TRAF3-Gen vorhanden waren, womit die Inaktivierung des Gens 
durch genetische Läsionen als Ursache für die fehlende Expression von TRAF3 in 
den beiden Zelllinien ausgeschlossen werden kann. Dafür könnten eventuell andere 
Mechanismen für die Inaktivierung des TRAF3-Gens verantwortlich sein, wie z. B. die 
epigenetische Stilllegung des TRAF3-Locus. 
 Von allen auf Mutationen untersuchten cHL-Zelllinien zeigte sich nur in der  
U-HO1-Zelllinie eine inaktivierende Deletion des TRAF3-Gens. Interessanterweise 
wurden in dieser Zelllinie bereits Mutationen des TNFAIP3-Gens gefunden, so dass 
in U-HO1 mindestens zwei negative Regulatoren des NF-κB-Signalweges inaktiviert 
sind. Ähnliche Situationen liegen auch in der L-428-Zelllinie vor, in der NFKBIA und 
NFKBIE mutiert sind, oder in der Zelllinie KM-H2, die Mutationen in NFKBIA, CYLD 
und TNFAIP3 besitzt (Schmidt et al., ; Emmerich et al., 1999; Jungnickel et al., 2000; 
Emmerich et al., 2003; Schmitz et al., 2009a). 
 Diese Arbeit unterstützt also die Annahme, dass mehr als ein NF-κB-Regulator 
durch genetische Läsionen in HRS-Zellen betroffen ist. Dies kann darauf hindeuten, 
dass eine einzelne Aberration im NF-κB-Signalweg nicht ausreicht, um eine so starke 
Aktivität dieses Signalweges zu erreichen, um das Überleben der HRS-Zellen zu 
garantieren. Die negativen Befunde in der Mutationsanalyse der sieben cHL-
Primärfälle müssen nicht zwangsläufig bedeuten, dass genetische Läsionen im 
TRAF3-Gen wie in der U-HO1-Zelllinie, für alle cHL-Fälle völlig ausgeschlossen 
werden können. Viele der bereits bekannten Läsionen, wie z. B. Mutationen in 
NFKBIA, NFKBIE, TNFAIP3, SOCS1 oder Zugewinne in REL, BCL3 und JAK2, 
wurden ursprünglich in cHL-Zelllinien identifiziert und später erst mit geringerer 
Frequenz auch in Primärfällen entdeckt (Lake et al., 2009; Schmitz et al., 2009a; 
Schmitz et al., 2009b).  
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4.3 Klonierung und Charakterisierung unbekannter Translokationspartner des 
MYC-Proto-Onkogens in B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen (B-NHL) 
Chromosomale Translokationen, die den Ig-Locus und das MYC-Gen miteinander 
verbinden, wurden ausgiebig im BL und in Nicht-BL beschrieben, aber Daten über 
MYC-Translokationen mit Nicht-Ig-Partnern sind eher selten.  
In dieser Arbeit wurden 13 B-NHLs mit Hilfe der MYC-LDI-PCR untersucht, die 
MYC-Translokationen mit unbekannten Translokationspartnern aufwiesen. Das von 
den 13 Fällen nur in einem Fall eine Translokation amplifiziert werden konnte, liegt 
an den limitierenden Eigenschaften der LDI-PCR. Die verwendete rTth-Polymerase 
ist in der Lage, Produkte bis zu einer maximalen Größe von ca. 10 kb zu 
amplifizieren, wenn also die Restriktionsschnittstelle im Partnergen weit hinter dem 
Bruchpunkt liegt, so ist eine Amplifikation nicht möglich. Zudem wurde bei MYC-
Translokationen beschrieben, dass die Bruchpunkte einer solchen Translokation 
teilweise bis zu 1 Mb weit verteilt um den MYC-Locus herum vorkommen können 
(Joos et al., 1992; Zeidler et al., 1994; Bertrand et al., 2007). Wenn der MYC-
Bruchpunkt zu weit von der für die LDI-PCR ausgewählten Stelle liegt ist auch hier 
keine Amplifikation mehr möglich.  
Die Translokation in Fall 4 (MPI-Nummer 248) verbindet das 
Tumorsuppressorgen SOCS1 mit dem Onkogen MYC. Die kodierenden Sequenzen 
beider Gene bleiben durch die Translokation unversehrt. Als Konsequenz einer 
Translokation kann ein Fusionsprodukt entstehen und/oder es kommt zur 
Deregulierung der Genexpression. 
 In Fall 4 liegen das MYC-Gen und das Partnergen SOCS1 in der gleichen 
transkriptionellen Orientierung vor, so dass ein Fusionsprodukt theoretisch möglich 
wäre. Allerdings liegt der Bruchpunkt der Translokation genau in Exon 1 des MYC-
Gens (Abbildung 9), womit die 3‘-Spleißstelle dieses Exons verloren geht. Ob das 
Spleißen von Exon 1 des MYC-Gens mit dem kodierenden Exon 2 von SOCS1 durch 
eine alternative Spleißstelle auf dem derivativen Chromosom 8 (Abbildung 9B) 
stattfinden kann, wurde bis jetzt nicht untersucht. Auf dem reziproken Part der 
Translokation, dem derivativen Chromosom 16 (Abbildung 9C), konnte die Bildung 
eines Fusionstranskriptes ebenfalls noch nicht gezeigt werden. Die verbliebene 
Sequenz des Exons 1 des MYC-Gens umfasst hier die 3‘-Spleißstelle, aber nicht die 
5‘-Spleißstelle. Es bestehen daher zwei Möglichkeiten: Einerseits, könnte durch eine 
alternative Spleißstelle das Exon 1 des SOCS1-Gens mit dem Exon 1 des MYC-
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Gens verknüpft werden, andererseits kann das Exon 1 von MYC beim Spleißen der 
prä-mRNA entfernt werden und Exon 1 des SOCS1-Gens sich direkt mit dem Exon 2 
des MYC-Gens verbinden.  
Die 577 bp große Deletion im 5‘-regulatorischen Bereich des SOCS1-Gens 
(Abbildung 9C) könnte die Bildung eines Transkripts vielleicht erschweren, da 
Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren STAT3 und Rel A von der Deletion 
betroffen sind (SABiosciences). Die Möglichkeit der deregulierten Expression des 
MYC-Gens durch den SOCS1-Promotor ist deshalb unwahrscheinlich.  
Die Expressionsdaten des MYC- und SOCS1-Gen zeigen, dass beide Gene in 
Fall 4 ausgeprägt werden und dass weder eine erhöhte Expression von MYC noch 
eine Herunterregulierung von SOCS1 in Fall 4 im Vergleich zu 15 anderen Fällen des 
gesamten Kollektivs ohne diese Translokation vorliegen. (Verglichen wurde die 
Genexpression mit Fällen, die entweder eine Ig/MYC-Translokation oder keine MYC-
Translokation aufwiesen.) Eine Überexpression von MYC, genauso wie eine 
Inaktivierung von SOCS1, scheint also nicht vorzuliegen. Ob die vorhandene 
Expression des SOCS1-Gens von dem anderen nicht-translozierten Allel stammt, 
oder ob das andere Allel des Tumorsuppressors durch Mutationen oder Deletionen in 
Fall 4 inaktiviert vorliegt, müssen spätere Studien, z. B. durch eine Mutationsanalyse 
des SOCS 1-Gens zeigen.  
Bislang konnte also noch nicht geklärt werden, ob das MYC-Gen durch diese 
Translokation dereguliert wird, oder ob das eigentliche Zielgen dieser Translokation 
noch nicht identifiziert werden konnte.  
Auffällig ist, dass von den 13 untersuchten Fällen mit MYC-Translokation und 
unbekanntem Partnergen nur zwei Fälle als molekulare BL identifiziert wurden, die 
restlichen Fälle wurden als intermediäre- oder nicht-molekulare BL eingestuft. Eine 
frühere Beobachtung (Bertrand et al., 2007) bestätigt, dass die Ig/MYC-Translokation 
weiterhin ein klassisches Merkmal des BL ist und MYC-Translokationen mit anderen 
Partnergenen doch eher mit Genexpressionsprofilen, die sich von der molekularen 
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4.4 Klonierung und Charakterisierung unbekannter Translokationspartner der 
Immunglobulin-Schwerketten (IgH) Region in B-Zell Non-Hodgkin Lymphomen 
(B-NHL) 
Translokationen, die den Ig-Locus betreffen, sind wichtige Faktoren in der 
Pathogenese von B-Zell-Lymphomen. Durch die vielen Besonderheiten in der B-Zell-
Entwicklung, die mit Doppelstrangbrüchen assoziiert sind, wie VDJ-Rekombination, 
CSR und SHM, ist die Gefahr der Entstehung von Translokationen besonders groß. 
In der Regel werden bei B-Zell-Lymphomen Onkogene durch solche Translokationen 
dereguliert, so dass die Entdeckung von bestimmten Translokationen auch oft mit der 
Entdeckung eines neuen Onkogens verbunden war.  
FISH-Analysen mit Sonden in den Ig-Regionen eignen sich besonders, um 
Bruchereignisse festzustellen und einzugrenzen, sie haben aber den Nachteil, dass 
man ein unbekanntes transloziertes Chromosom damit nicht identifiziert.  
Mit der Methode der LDI-PCR wird es möglich, einen unbekannten Partner direkt 
zu bestimmen und den Bruchpunkt zu charakterisieren. Der limitierende Faktor der 
LDI-PCR ist allerdings die Länge des zu amplifizierenden Fragments. Sollte eine 
Restriktionsschnittstelle im Partnerchromosom weit hinter dem Bruchpunkt liegen, so 
ist eine Amplifikation in der LDI-PCR nicht mehr möglich.  
Dies kann mit als Grund angesehen werden, dass von den in dieser Arbeit 
untersuchten 28 Fällen mit in der FISH-Analyse gezeigtem IgH-Split und 
unbekanntem Partnerchromosom  nur in sieben Fällen eine Translokation amplifiziert 
werden konnte. Weitere Gründe dafür sind aber auch, dass Switch epsilon 
assoziierte Translokationen mit keinem der LDI-PCR-Ansätze detektiert werden 
konnten oder  das ein Auftreten von Punktmutationen in den Primerbindungsstellen 
eine erfolgreiche LDI-PCR verhindern kann. 
 
4.4.1 Translokation t(7;14)(q31;q32) in Fall 10 (MPI-Nummer 108) 
Das von der Translokation betroffene IMMP2L-Gen in Fall 10 ist ein Homolog des 
Hefe Imp2p (Inner membrane peptidase 2)-Gens. Der IMP (Mitochondrial inner 
membrane peptidase) -Komplex in Hefe besteht aus den beiden katalytischen 
Untereinheiten Imp1p (Inner membrane peptidase 1) und Imp2p und aus dem 
Protein Som1 (Behrens et al., 1991; Schneider et al., 1991; Nunnari et al., 1993; Jan 
et al., 2000).  
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Dieser Komplex generiert reife, aktive Proteine im Zwischenmembranraum der 
Mitochondrien durch proteolytische Abspaltung der Zielsequenzen der im Kern 
kodierten Proteine (Burri et al., 2005).  
Das 175 Aminosäuren umfassende IMMP2L-Protein ist zu 41% identisch mit 
dem Hefeprotein und zu 90% identisch mit dem Mausprotein. Burri et al. zeigte auch, 
dass der IMP-Komplex in Mäusen für die Reifung und Aktivierung des pro-
apoptotischen Proteins Diablo wichtig ist (Burri et al., 2005).  
Das IMMP2L-Protein in Menschen scheint in neuropsychiatrischen Erkrankungen 
wie dem Tourette-Syndrom oder Autismus eine Rolle zu spielen (Petek et al., 2001; 
Petek et al., 2007), ein Zusammenhang mit Krebserkrankungen wurde für IMMP2L 
aber bislang nicht gefunden.  
Durch die Zerstörung des IMMP2L-Gens durch die Translokation und das 
Auftreten der CFS FRA7K im Bereich des IMMP2L-Gens, wurde in dieser Arbeit die 
Vermutung aufgestellt, dass IMMP2L vielleicht eine bislang unbekannte Wirkung als 
Tumorsuppressor haben könnte, da CFS oft in Regionen von Tumorsuppressoren 
vorliegen (Arlt et al., 2006; McAvoy et al., 2007) und das Hefe-Homolog Imp2p für die 
Aktivierung eines pro-apoptotischen Faktors von Bedeutung ist (Burri et al., 2005). 
Bei Tumorsuppressoren liegt häufig die Inaktivierung beider Allele vor, eine 
Mutationsanalyse des anderen Allels konnte aber keine inaktivierenden Mutationen 
oder Deletionen in der kodierenden Region von IMMP2L feststellen, was aber nicht 
bedeuten muss, dass das untranslozierte Allel aktiv vorliegt. Eine epigenetische 
Stilllegung des Locus ist nicht ausgeschlossen, außerdem wurde bislang noch keine 
Mutationsanalyse des Promotors, Enhancers und anderer regulatorischer Einheiten 
des IMMP2L-Gens in diesem Fall durchgeführt. Über das Vorhandensein des 
Mechanismus der Haploinsuffizienz ist bei dem Gen IMMP2L aber nichts bekannt. 
Da keine Expressionsdaten über dieses Gen zur Verfügung standen, war bei 
Abschluss dieser Arbeit unklar, ob IMMP2L überhaupt in diesem Fall oder in anderen 
Fällen exprimiert wird und ob Veränderungen in der Expression dieses Gens durch 
die Translokation auftreten. Dies müsste durch weitere Untersuchungen, wie z .B. 
einer Real-Time-quantitativen-PCR oder dem Nachweis des Proteins durch einen 
Western Blot noch erfolgen. 
 Zur Zeit scheint diese Translokation ein einmaliges Ereignis in den untersuchten 
NHL-Fällen zu sein, wahrscheinlich liegt ein sekundäres Ereignis in der Pathogenese 
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dieses Falles vor. Weiterhin gibt es noch die Möglichkeit, dass das eigentliche 
Zielgen dieser Translokation bislang noch nicht identifiziert wurde. 
 
4.4.2 Translokation t(1;14)(p13;q32) im Fall 17 (MPI-Nummer 164) 
Das von dem Bruchpunkt der Translokation in Fall 17 betroffene BCAS2 wurde 
ursprünglich als Gen identifiziert, das in einigen Brustkrebszelllinien und in zwei von 
60 Primärtumoren amplifiziert und überexprimiert war (Nagasaki et al., 1999; Maass 
et al., 2002). Bei der Pathogenese des Brustkrebses spielt BCAS2 wahrscheinlich 
eine wichtige Rolle in seiner Funktion als transkriptioneller Kofaktor des 
Östrogenrezeptors, der die Östrogenrezeptorvermittelte Genexpression weiter 
verstärkt (Qi et al., 2005).  
Vor kurzem wurde außerdem gezeigt, dass BCAS2 ein negativer Regulator des 
Tumorsuppressorgens p53 ist (Kuo et al., 2009). Diese Studien zeigen, dass BCAS2 
damit eine onkogene Wirkung besitzt. 
 Die Translokation in dem vorliegenden Fall dieser Arbeit zerstört die kodierende 
Region des BCAS2-Gens und die Head-to-Head-Ausrichtung des BICAS2-Gens und 
des Ig-Locus spricht gegen ein Fusionstranskript. Die Genexpressionsdaten von 
BCAS2 in diesem Fall zeigen keine Veränderung im Vergleich mit anderen Fällen 
ohne diese Translokation. Damit scheint BCAS2 in Fall 17 nicht als neues Onkogen 
in Frage zu kommen.  
Weitere Studien zeigen, dass BCAS2 in der Reparatur von DNA-Schädigungen 
beteiligt ist und Teil des Spleißosoms sein könnte (Neubauer et al., 1998; Kuo et al., 
2009). Ob die Translokation des BCAS2-Gens deshalb Auswirkungen auf das RNA-
Spleißen oder die DNA-Reparatur in diesem Fall haben könnte, müsste noch geklärt 
werden. Andere potentielle Zielgene dieser Translokation konnten bislang nicht 
identifiziert werden.  
Weiterhin stellt auch diese Translokation bislang ein einmaliges und 
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4.4.3 Translokation t(14;19)(q32;q13) in Fall 19 (MPI-Nummer 186) 
Das PVRL2-Gen gehört zur Nectin-Familie, die in Zelladhäsionsprozesse und in der 
Regulation der intrazellulären Funktionen durch Signaltransduktion beteiligt ist (Graf 
et al., 2005). Eine Studie zeigte, dass dieses Gen wahrscheinlich eine Rolle in der 
Pathogenese der Akuten Myeloischen Leukämie durch die Beeinflussung 
intrazellulärer Interaktionen zwischen den malignen und immunreaktiven Zellen spielt 
(Graf et al., 2005). In drei Fällen mit peripherem T-Zell-Lymphom wurde PVRL2 als 
Translokationspartner des T-Zell-Rezeptors identifiziert. In diesen Fällen wurde eine 
fast 30mal höhere Expression des PVRL2-Gens (verglichen mit Kontrollen) 
festgestellt (Almire et al., 2007).Die präzise Rolle des PVRL2-Gens in der 
Pathogenese dieser T-Zell-Lymphome wurde aber bislang noch nicht geklärt. 
 Auch in dem dieser Arbeit vorliegenden Ergebnis wurde eine leichte Erhöhung 
der Expression des PVL2-Gens in Fall 19, verglichen mit anderen Fällen ohne diese 
Translokation, beobachtet. Da die hier amplifizierte Translokation nur einen kleinen 
Bereich der 5‘-untranslatierten Region des PVRL2-Gens mit dem IgH-Locus 
verbindet und nicht die kodierende Sequenz, steht die kodierende Sequenz des 
PVRL2-Gens nicht unter der Kontrolle des 5‘-IgH-Promotors und des Intron-
Enhancers. Bislang war es nicht möglich, trotz des Versuches einer direkten PCR 
und 5’RACE, den reziproken Bruchpunkt dieser Translokation zu identifizieren. 
Normalerweise sind Switch-assoziierte Translokationen direkt reziprok und betreffen 
meist nur eine Switch-Region, vor allem bei Switch µ-assoziierten Translokationen 
(Küppers und Dalla-Favera, 2001). Sollte dies auch für die Translokation in Fall 19 
zutreffen, so wäre die kodierende Sequenz des PVRL2-Gens mit dem downstream 
Switch µ-Locus verknüpft.  
Es wäre denkbar, dass die 3’Enhancer des Ig-Locus und die Keimbahn-
Promotoren, die sich vor jeder Switch-Region befinden, die regulatorische Kontrolle 
über das PVRL2-Gen übernehmen und dessen Expression deregulieren. Die 
Ausrichtung des PVRL2-Gens und die des downstream IgH-Bereichs weisen 
allerdings eine gegenläufige Transkriptionsrichtung auf, was ein eventuelles 
Fusionsprodukt ausschließt. Wie der tatsächliche reziproke Bruchpunkt beschaffen 
ist und wie es zu der erhöhten Expression des PVRL2-Gens in Fall 19 kommt, muss 
noch untersucht werden. 
 Ein weiteres interessantes Gen etwa 81 kb stromaufwärts des PVRL2-Gens ist 
BCL3. In früheren Studien, vor allem in B-CLL und vereinzelt in verschiedenen 
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anderen B-Zell-Lymphomen, wurde eine Translokation identifiziert, die den IgH-
Locus mit BCL3 verknüpft (McKeithan et al., 1997; Michaux et al., 1997; Martin-
Subero et al., 2006; Akasaka et al., 2007). BCL3 ist ein Proto-Onkogen und Mitglied 
der IκB-Familie, die in die Regulation der NF-κB Transkriptionsfaktoren involviert ist. 
Als Resultat der IgH/BCL3-Translokation wird das BCL3-Gen hochreguliert. Auch die 
Studie von Almire et al. zeigte, dass neben der Hochregulierung des PVRL2-Gens in 
den von der Translokation betroffenen T-Zell-Lymphomen auch BCL3 leicht 
hochreguliert wurde ((Almire et al., 2007). 
 Die Genexpressionsdaten in Fall 19 zeigen jedoch keine Veränderung in der 
Expression von BCL3, was bedeutet, dass in der vorliegenden Translokation das 
BCL3-Gen wahrscheinlich nicht das betroffene Ziel einer deregulierten Ausprägung 
ist. Auch die anderen untersuchten Gene in der Umgebung des PVRL2-Locus 
zeigten keine veränderte Ausprägung, darunter auch die Gene CEBPA, CEBPG und 
SPIB, die in anderen Studien als Translokationspartner einer t(14;19) identifiziert 
wurden (Robinson et al., 2004; Chapiro et al., 2006; Akasaka et al., 2007; Lenz et al., 
2007). Zusammenfassend kann über diesen Fall gesagt werden, dass PVRL2 
wahrscheinlich das Zielgen dieser Translokation ist, der Mechanismus aber noch 
genau zu identifizieren bleibt. Trotzdem ist diese Translokation, die genau das 
PVRL2-Gen betrifft, ein bislang einmaliges Ereignis in aggressiven B-NHLs. 
Allerdings ist es neben dem ALK-Gen auch eines der wenigen Beispiele, in denen 
der gleiche Bruchpunkt in T- sowie in einem B-Zell-Lymphom identifiziert werden 
konnte. 
 
4.4.4 Translokation t(6;14)(p25;q32) in Fall 20 (MPI-Nummer 233) 
In dieser Arbeit wurde in Fall 20 eine Translokation identifiziert, die das EXOC2-Gen 
mit der IgH-Region verknüpft. Dabei wird die kodierende Sequenz des EXOC2-Gens 
zerstört. Etwa 74 kb in Richtung Telomer liegt das IRF4-Gen, das dieselbe 
transkriptionelle Orientierung wie der IgH-Locus aufweist. Translokationen, die das 
IRF4-Gen mit der IgH-Region verknüpfen und zu einer Deregulierung der IRF4 
Expression führen, wurden schon im multiplen Myelom beschrieben (Yoshida et al., 
1999).Die FISH-Analysen einer MMML-Kooperationsgruppe in mehr als 400 B-Zell-
Lymphomen entdeckten 19 weitere Fälle mit Ig/IRF4-Translokationen. Insgesamt 
wurden so 17 Fälle mit IgH/IRF4, zwei mit Igλ/IRF4 und einer mit Igκ/IRF4-
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Translokationen identifiziert. Damit wurde IRF4 als potentielles Zielgen der 
Translokation bestätigt und weiter analysiert.  
Untersuchungen der verschiedenen Kooperationspartner des MMML-Verbundes 
ergaben, dass die Fälle mit Ig/IRF4-Fusionen vor allem DLBCL vom GCB-Typ oder 
Follikuläre Lymphome Grad 3 sind, eine stake IRF4 und BCL6 Expression aufweisen 
und keine PRDM1/BLIMP1 Expression oder Ig/BCL2-Brüche besitzen.  
Unter physiologischen Bedingungen unterdrückt IRF4 die Expression von BCL6 
und aktiviert PRDM1/BLIMP1. In den Ig/IRF4-positiven Fällen gab es keine 
Anzeichen für eine Inaktivierung von PRDM1/BLIMP1, aber dafür BCL6 assoziierte 
Translokationen, Mutationen im BCL6-Gen und in einem Fall sogar einen Zugewinn 
von BCL6. Diese genomischen Aberrationen sind eine Möglichkeit, mit der BCL6 
wahrscheinlich der Suppression durch IRF4 entgehen kann. 
 Auffallend an Fall 20 war von Anfang an, dass es sich hierbei um einen der 
selteneren pädiatrischen DLBCL-Fälle handelt. Unter den 385 Fällen, die durch die 
MMML-Kooperationspartner mit FISH-Analysen untersucht wurden und über die 
verwertbare Patientendaten vorlagen, traten die Ig/IRF4-positiven Fälle häufiger bei 
Kindern (unter 18 Jahren) als bei Erwachsenen (über 18 Jahren) auf (15% versus 
2%; P<0,001).  
Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass IRF4-Translokationen eine 
primäre genetische Veränderung in einem neuen Typ der GCB-Lymphome sind 
(I.Salaverria 2010; eingereicht). 
 
4.5 Bewertung und Ausblick 
Ziel der Arbeit war die Analyse verschiedener genetischer Läsionen, wie Mutationen 
und Translokationen, um weitere bisher noch unbekannte Onkogene zu identifizieren 
oder die Rolle verschiedener Tumorsuppressoren in der Pathogenese bestimmter 
Lymphome zu klären. Die hier erzielten Ergebnisse der Translokationen können zwar 
nicht direkt Aufschluss über ein bislang noch nicht beschriebenes Onkogen geben, 
die Suche nach potentiellen neuen und interessanten Kandidaten war jedoch 
erfolgreich. Weitere Erkenntnisse über die hier vorgestellten Translokationen ließen 
sich jetzt durch die Durchführung funktioneller Studien gewinnen. 
Indem man gezielt Gene, die potentielle Zielgene der Translokationen darstellen, 
in einem geeigneten Modellsystem, wie der Zellkultur, entweder herunterreguliert (z. 
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B. durch den Einsatz von siRNA) oder überexprimiert, lassen sich Aussagen über die 
Funktion des Gens z. B. für das Überleben der Tumorzellen machen.  
Die LDI-PCR stellte in dieser Arbeit eine einfache, stabile und elegante Methode 
dar, Bruchpunkte direkt zu charakterisieren. Allerdings ist die Anwendung mehrerer 
LDI-PCR-Ansätze mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen, um die 
Wahrscheinlichkeit zu erhöhen, dass sich eine Restriktionserkennungsstelle im 
unbekannten Partnerchromosom in einer Entfernung vom Bruchpunkt befindet, in 
dem die Amplifikation noch möglich ist, auch sehr zeitintensiv. Deshalb würde 
mittlerweile der Einsatz neuerer Sequenziertechniken, des Next-Generation-
Sequencing, für die Mutationsanalyse sowie für die Identifizierung von 
Translokationen in Betracht gezogen werden. Durch die Möglichkeit, Millionen von 
Reaktionen parallel ablaufen zu lassen, ist diese Technologie in der Lage, eine große 
Menge an sequenzierten Daten zu liefern. Vor allem für die Identifizierung von 
Translokationen stellt die paired-end-Sequenzierung einen enormen Vorteil dar, da 
sie nicht nur strukturelle Rekombinationen im Genom, sondern auch Fusionsgene im 
Transkriptom entdecken kann (Korbel et al., 2007; Ruan et al., 2007). 
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5. Zusammenfassung  
In dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse über die Vielfalt genetischer Läsionen 
und über die unterschiedlichen Mechanismen der deregulierten NF-κB-Ausprägung 
in den verschiedenen B-NHLs und dem cHL gewonnen werden. Durch die 
Abwesenheit inaktivierender Mutationen im TNFAIP3-Gen konnte gezeigt werden, 
dass dieses Gen bei der konstitutiven Ausprägung des NF-κB-Signalweges im 
Gegensatz zu vielen verschiedenen anderen Lymphomen in CLL-Zellen keine Rolle 
spielt. Die Vermutung, dass TNFAIP3 das Zielgen der selteneren 6q Deletion in 
einigen CLL-Fällen ist, wurde also widerlegt. Der Befund, dass TRAF3 nur in einer 
cHL-Zelllinie durch eine Deletion inaktiviert wurde und in allen weiteren Zelllinien und 
in den sieben Primärfällen nicht von inaktivierenden Mutationen oder Deletionen 
betroffen ist, demonstriert, dass die TRAF3-Inaktivierung in der Regel nicht zur 
konstitutiven Ausprägung des NF-κB-Signalwegs in HRS-Zellen beiträgt, sondern 
eher ein seltenes Ereignis darstellt. Weiterhin wurde mit zwei in dieser Arbeit 
etablierten MYC-LDI-PCR-Ansätzen in einem von 13 Fällen das bislang in MYC-
Translokationen unbeschriebene Partnertgen SOCS1 identifiziert. Da SOCS1 ein 
bekannter Tumorsuppressor ist, ist die Fusion des Onkogens MYC mit einem 
Tumorsuppressor besonders interessant. Der Mechanismus, der aufgrund dieser 
Translokation auf die beiden Gene wirkt, muss aber noch geklärt werden. In dieser 
Arbeit konnten in sieben von 28 B-NHL-Fällen mit Hilfe zum Teil neu etablierter LDI-
PCR-Ansätze IgH-assoziierte Translokationen amplifiziert und sequenziert werden. 
Vier dieser Translokationen stellten sich als bislang noch völlig unbeschriebene 
Partner einer solchen Translokation in DLBCL heraus. In der überwiegenden 
Mehrheit dieser Translokationen wurde die kodierende Sequenz zerstört. Es bleibt 
noch zu überprüfen, ob dadurch ein bislang noch unbekannter Tumorsuppressor 
inaktiviert wird oder ein entfernt liegendes bis jetzt noch nicht identifiziertes Onkogen 
dereguliert wird. In einem Fall konnte allerdings das IRF4-Gen als beteiligtes 
Onkogen erkannt werden, was zur Charakterisierung einer neuen Untergruppe des 
GCB-DLBCL führte. Die hier durchgeführten Untersuchungen zeigen also nicht nur, 
dass DLBCL ein weitaus heterogeneres Lymphom ist, als bislang angenommen, 
sondern bieten mit der Identifizierung des PVRL2-Gens auch ein weiteres Beispiel 
dafür, dass in B- und T-Zell-Lymphomen die gleichen Bruchpunkte in 
Translokationen betroffen sein können. 
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